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ANT3: adenine nucleotide translocator
AraC: Citosina-β-D-arabinofuranósido (Cytosine arabinoside)
AREs: Elementos ricos en A y U (AU-rich RNA elements)
BiFC: Biomolecular Fluorescence Complementation
BL-D: azul dextrano (blue dextran)
BMV: Virus del mosaico del bromo (Brome mosaic virus)
BSA: Seroalbúmina bovina (Bovine serum albumin)
CAT: cloramfenicol acetiltransferasa 
CBD: dominio de unión a calmodulina (calmodulin binding domain)
CHD6: Chromodomain helicase DNA binding protein 6
Ci: Curio
CMV: promotor de Citomegalovirus
CoAA: Coactivator activator
CPSF: Factor de especificidad del corte y la poliadenilación (Cleavage and polyadenylation  
           specificity factor)
CRM1: Chromosome maintenance region 1 protein
cRNA: RNA viral de polaridad positiva.
cRNP: RNP que encapsida una molécula de cRNA
CRs: Complejos de Replicación 
CSN1: Casein αS1
C-t: Extremo carboxilo terminal
CT: catalasa
CTD: Dominio C-terminal de la RNAPII celular (Carboxy-terminal domain of RNAPII)
CTRL: control
DDX3: DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, X-linked, ATP-dependent RNA helicase         
            DDX3X, DBX, DDX14, HLP2
DDX5: DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 5, HLR1, ATP-dependent RNA helicase DDX5,     
            RNA helicase p68
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
dsRNA: RNA de doble cadena (double stranded RNA)
DTT: Ditiotreitol
Ebp1: ErbB3-binding protein 1
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético (Ethylendiaminetetraacetic acid)
EGTA: Ácido etilenglicoltetracético (Ethyleneglycoltetraacetic acid)
eIF4G: Factor de iniciación eucariota 4G (Eukaryotic initiation factor 4G)
ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)





GRSF-1: G-Rich RNA sequence binding factor 1
HA: Hemaglutinina
HBV: Virus de la Hepatitis B
hCLE: Proteína CLE humana
HCV: Virus de la Hepatitis C
HDV: Virus de la Hepatitis D
His: Histidina
hnRNP M1-4: heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M
HSC70: Heat shock cognate 70 kDa protein
Hsp90: Proteína de choque térmico 90 (Heat shock protein 90)










log: logarítmo en base 10
Lys: lisina
M1: Proteína de matriz 1
M2: Proteína de matriz 2
MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time-Of-Flight
MDa: mega-Dalton




mRNA: RNA mensajero viral (messenger RNA)
MS-MS: espectrometría de masas en tándem
Mx: myxovirus (influenza virus) resistance 1
NA: Neuraminidasa
NEP: Proteína de exportación nuclear del virus de la gripe (NS2)
NES: Señal de exportación nuclear (Nuclear export signal)
Ni-NTA: Nickel-nitrilotriacetic acid
27
NLS: Señal de localización nuclear (Nuclear localisation signal)
NP: nucleoproteína
NS1: Proteína no estructural del virus de la gripe
NS1-BP: NS1 binding protein
N-t: Extremo amino terminal
nt: Nucleótido
NV: Norovirus
NXP2: MORC family CW-type zinc finger 3 (MORC3)
MCM2: Minichromosome maintenance complex component 2
PA: Proteína ácida del virus de la gripe
PAC: Puromicina acetil transferasa
PB1: Proteína básica 1 del virus de la gripe
PB2: Proteína básica 2 del virus de la gripe
PB2-256: Proteína que contiene los primeros 256 aminoácidos de PB2
PABP1: Proteína de unión a colas de poliA I (Poly-(A) binding protein I)
PABPII: Proteína de unión a colas de poliA II (Poly-(A) binding protein II)
PBS: tampón fosfato salino (Phosphate buffered saline)
PBSc: PBS completo
PML (ND10): Promyelocytic leukemia (Nuclear Dot 10)
RAF 1-2: RNA activation factor 1-2
RanBP5: RAN binding protein 5, importin β3
RdRp: RNA polimerasa RNA dependiente  (RNA dependent RNA polymerase)
RNA: Ácido ribonucleico (Ribonucleic acid)
RNAPII: RNA polimerasa II
RNP: ribonucleoproteina
rRNA: RNA ribosomal
rpm: revoluciones por minuto
SC-35: Splicing component, 35 kDa
SDS: dodecilsulfato sódico (sodium dodecylsulphate)
SFPQ (PSF): Splicing factor proline/glutamine-rich (polypyrimidine tract binding protein   
       associated)
siRNA: small interference RNA
SV: Sendai Virus
TA: temperatura ambiente
TAP: Purificación de afinidad en dos pasos (Tandem Affinity Chromatography)
Tat-SF1: HIV-1 Tat specific factor 1




UAP56: 56 kDaU2AF65-associated protein (BAT1/NPI5)
UFP: unidades formadoras de placa
U6 snRNA: RNA nuclear pequeño U6 (small nuclear RNA U6)
UTR: Región no traducida (Unstranslated region)
VDAC1: voltage-dependent anion channel 1
Vic: cepa Victoria del virus de la gripe
vRNA: RNA viral genómico de polaridad negativa
vRNP: RNP que encapsida una molécula de vRNA







The influenza virus polymerase complex 
is a heterotrimer formed by the PB1, 
PB2 and PA subunits and is required for 
virus transcription and replication in the 
nucleus of infected cells. In this Doctoral 
Thesis we present the characterization of 
the complexes formed intracellularly by 
the influenza polymerase in human cells. 
The three subunits of the polymerase 
were co-expressed in human cells 
and the intracellular complexes were 
purified by the TAP approach, which 
involves IgG-Sepharose and calmodulin-
agarose chromatography, under very 
mild conditions. The purified complexes 
contained the heterotrimeric polymerase 
and a series of associated proteins. Among 
them, NXP2, DDX5, DDX3, hnRNPM, 
hnRNPH1, SFPQ, S3, CoAA and β-tubulin 
were identified by MALDI-MS. None of 
the proteins identified showed altered 
expression level or altered intracellular 
localisation in influenza virus-infected cells. 
However, DDX5, hnRNPM, NXP2 and SFPQ 
co localised with viral RNPs in the nucleus 
at early times of infection, while DDX3 co-
localised with RNPs in the cytosol at later 
times in the infection. DDX5, hnRNPM and 
DDX3 were not essential proteins for the 
influenza virus cycle, but the absence of 
SFPQ severely affected the yield of viral 
infection. 
As PB2 is a relevant host-range 
determinant we expressed a TAP-tagged 
PB2 in human cells and isolated intracellular 
complexes. Alpha-importin was identified 
as a PB2-associated factor by proteomic 
analyses. To ascertain whether PB2-α-
importin binding could contribute to the 
adaptation of H5N1 avian viruses to man, 
their association in vivo was determined. 
Human α-importin isoforms associated 
efficiently to PB2 protein of an H3N2 
human virus but bound to diminished and 
variable extents to PB2 from H5N1 avian 
or human strains. This result suggests that 
the function of α-importin during RNA 
replication may play a critical role in the 
adaptation of avian viruses to the human 
host.
The purified intracellular complexes 
of recombinant polymerase mentioned 
previously were analysed further. 
Gel-filtration analysis indicated that, 
although most of the purified polymerase 
behaved as a heterotrimer, a significant 
proportion of the purified material 
migrated as polymerase dimers, trimers 
and higher oligomers. Co-purification 
of polymerase complexes alternatively 
tagged in the same subunit confirmed 
that the polymerase complex might form 
oligomers intracellularly. RNA polymerases 
of other viruses are able to oligomerise 
and synthesise cooperatively viral RNA. To 
analyse the possible relevance of influenza 
RNA polymerase oligomerisation we 
studied the mechanisms of the viral RNA 
replication. We used efficient systems 
for recombinant RNP transcription/
replication in vivo and well defined 
polymerase mutants deficient in either 
RNA replication or transcription to 
address the roles of the polymerase 
complex present in the template RNP and 
newly synthesised polymerase complexes 
during replication. The results of trans-
complementation experiments showed 
that soluble polymerase complexes can 
synthesise progeny RNA in trans and 
become incorporated into progeny vRNPs. 
These results are compatible with a new 
model for virus RNA replication, whereby 
a template RNP would be replicated in 
trans by a soluble polymerase complex 
and a polymerase complex distinct from 
the replicative enzyme would direct the 














Los virus de la gripe son agentes patógenos 
altamente variables y ocasionan en el 
hombre infecciones respiratorias en forma de 
epidemias anuales y pandemias ocasionales. 
Estas propiedades han permitido definir 
la gripe como una enfermedad constante 
causada por un virus siempre cambiante. 
En su origen, estos virus derivan de agentes 
que están en equilibrio evolutivo en otras 
especies, principalmente aves silvestres, en 
las que replican eficazmente pero a las que no 
causan enfermedad. Ocasionalmente, estos 
virus enzoonóticos en aves son transmitidos a 
la población humana dando lugar a pandemias 
de gran impacto. Estas características, junto 
con su alta transmisibilidad y su amplio rango 
de hospedador, han hecho de los virus de la 
gripe uno de los patógenos conocidos que 
más morbilidad y mortalidad han causado en 
la historia. La pandemia más letal conocida 
fue la denominada gripe española (virus A, 
subtipo H1N1) que duró desde 1918 a 1919. Se 
estima que entre 20 y 40 millones de personas 
murieron a causa del virus de la gripe, aunque 
la cifra de mortalidad es difícil de concretar 
debido a la coincidencia temporal con la 
Primera Guerra Mundial (Anexo 1.2). Esta 
gran mortalidad aceleró las investigaciones 
con el objetivo de identificar el agente causal 
de la enfermedad. Hubo que esperar hasta 
1935 para que Wendell Stanley estableciera 
la verdadera naturaleza no bacteriana de los 
virus de la gripe. 
La infección por gripe provoca síntomas 
severos entre los que se incluyen la fiebre 
alta (39-40ºC), dolor de cabeza, postración 
y dolor muscular. Además, la infección por 
gripe puede ocasionar posteriores infecciones 
virales o bacterianas del tracto respiratorio 
inferior, provocando pneumonía.
Todos estos hechos hacen que tanto el 
estudio a nivel molecular, como el control 
epidemiológico del virus de la gripe sigan 
siendo de gran importancia.
2. Clasificación y nomenclatura
El virus de la gripe pertenece a la familia 
Orthomyxoviridae, familia que incluye virus 
con envuelta y un genoma segmentado, de 
cadena sencilla y polaridad negativa. Los 
virus de esta familia se clasifican dentro de 
los géneros: Influenzavirus A, que infecta 
humanos, algunos mamíferos y gran variedad 
de aves; Influenzavirus B, que infecta 
únicamente humanos; Influenzavirus C, que 
infecta humanos, perros y cerdos; Thogoto-
like virus, que incluye las especies Dhori virus 
y Thogoto virus; e Isavirus, que infecta al 
salmón. Los virus tipo A se dividen en subtipos 
que se basan en la naturaleza antigénica 
de las glicoproteínas hemaglutinina (HA) y 
neuraminidasa (NA). Los virus clínicamente 
relevantes en humanos son los tipo A y B, 
siendo los del tipo A los únicos que han 
producido pandemias a lo largo del siglo XX. 
Por tanto, en esta memoria únicamente se 
hace referencia a cepas de virus tipo A ya que 
constituyen el principal modelo de estudio del 
laboratorio.
3. Partícula viral
Las partículas virales son pleiomórficas 
y heterogéneas, aunque con tendencia 
a adquirir formas esféricas, ovaladas o 
filamentosas según la cepa y el tipo de célula 
hospedadora (Horne et al, 1960; Hoyle et 
al, 1961), y poseen una envuelta lipídica 
derivada de la membrana plasmática de las 
células infectadas (Compans & Chopin, 1975). 










80 y 120 nm, aunque los filamentosos, que 
son los más frecuentemente observados en 
preparaciones clínicas, pueden llegar hasta 
los 300 nm. La morfología del virus también se 
caracteriza por presentar unas espículas en la 
membrana visibles al microscopio electrónico 
mediante tinción negativa que tienen una 
longitud de 10 a 14 nm. Estas espículas son las 
glicoproteínas de membrana hemaglutinina 
(HA) y neuraminidasa (NA). La membrana 
también contiene la proteína M2 (Figura I1). 
3.1 Proteínas virales
En la envuelta del virión se encuentran 
las glicoproteínas de membrana HA y NA 
(Figura I1-A). La proteína HA forma un 
homotrímero cuya estructura y función están 
muy conservadas en todos los virus a pesar 
de la evolución y variación de su secuencia. 
Las funciones más importantes de HA son el 
reconocimiento del receptor celular (el ácido 
siálico) y la fusión con la membrana celular 
para permitir la entrada del virus (Weis et al, 
1988). Gracias a un cambio conformacional de 
su estructura dependiente de pH se produce la 
fusión de la envuelta del virus y la membrana 
lisosomal para permitir la penetración 
del genoma viral en la célula infectada 
(Bullough et al, 1994). La proteína NA forma 
un homotetrámero con forma de bastón 
(Colman et al, 1983; Varghese et al, 1983). 
Esta proteína tiene actividad neuraminidasa 
y su función en el ciclo viral es la de eliminar 
el ácido siálico presente el las glicoproteínas 
de la membrana celular. De este modo se 
permite la liberación de los nuevos viriones 
al espacio extracelular y su propagación 
mediante la limpieza de este nuevo entorno 
(mucus y matriz extracelular). Sin embargo, NA 
también elimina los receptores celulares que 
contienen ácido siálico que quedan unidos a 
HA tras la liberación de los viriones (Palese & 
Compans, 1976; Palese et al, 1974). NA y HA 













Figura I1. El virus de la gripe. (A) Representación gráfica de una partícula viral. Se muestran las dos glicoproteínas 
de membrana, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), el canal iónico M2, la proteína matriz M1, la proteína NEP, 
las ocho RNPs y la membrana del virus derivada de la membrana celular. (B) Estructura del virión. La micrografía 
electrónica mayor corresponde a viriones saliendo de células MDCK a las 10 horas post-infección. Los puntos elec-
trodensos en el interior del virión corresponden a las RNPs. Las micrografías electrónicas pequeñas corresponden a 
secciones seriadas de un virión donde se observan 7 RNPs alineadas en forma de anillo con una octava RNP central. 
El número de puntos disminuye progresivamente a medida que se incrementa la distancia al punto de budding, 
lo que está de acuerdo con la diferente longitud de las vRNPs. Imágenes de microscopía obtenidas de Noda et al. 










los que se dirige la respuesta inmunológica 
humoral neutralizante. Dentro de los virus 
tipo A se han descrito 16 subtipos de HA y 9 de 
NA. La combinación de los distintos subtipos 
determina la gran variabilidad presente 
dentro de los virus tipo A (WHO, 1980), y 
afecta también el rango de hospedador, la 
patogenicidad y la virulencia de las distintas 
cepas, como se comentará más adelante 
(Nicholls et al, 2008; Yamada et al, 2006). En 
la envuelta del virión también se encuentra 
anclada la proteína M2, aunque en cantidades 
mucho menores (Zebedee & Lamb, 1988). La 
estructura de la forma biológicamente activa 
de la proteína es un tetrámero que forma un 
canal iónico (Bauer et al, 1999; Holsinger & 
Lamb, 1991; Pinto et al, 1992). La principal 
función del canal iónico durante la infección 
viral es la de conducir protones desde los 
endosomas acidificados hasta el interior 
del virus para dar lugar a la disociación del 
complejo de ribonucleoproteínas del resto de 
proteínas virales. M2 también está implicada 
en la alteración del ratio de partículas 
filamentosas y esféricas (Roberts et al, 1998) 
y en el ensamblaje y liberación de viriones 
(Hughey et al, 1995; Schroeder et al, 2005).
M1 es la proteína más abundante del 
virión, se encuentra inmediatamente por 
debajo de la envuelta lipídica formando la 
matriz estructural de la partícula. Conecta 
los componentes del interior del virus con 
las proteínas de la envuelta (Nayak et al, 
2004). La proteína M1 tiene la capacidad de 
formar homo-oligómeros y forma estructuras 
ordenadas con los residuos cargados positiva 
y negativamente en caras opuestas (Arzt et al, 
2001; Harris et al, 2001). Una de sus superficies 
está fuertemente cargada positivamente (Sha 
& Luo, 1997) y es probablemente responsable 
de la unión al RNA (Ye et al, 1989; Ye et al, 
1987), mientras que la superficie opuesta 
es hidrofóbica y sería responsable de la 
interacción con membranas. La proteína M1 
interacciona con las RNPs y con la proteína 
NEP. Se ha propuesto que M1 tiene un 
papel clave en el ensamblaje de viriones 
ya que podría reclutar los componentes 
virales hasta el sitio de ensamblaje en la 
membrana plasmática. La proteína NEP (antes 
denominada NS2) es la menos abundante 
del virión e interacciona con el receptor de 
exportación nuclear CRM1 (Neumann et al, 
2000) y con varias nucleoporinas (O’Neill et 
al, 1998). NEP interacciona también con M1, 
por lo que se propone que la exportación 
de las RNPs progenie del núcleo es gracias al 
complejo RNP-M1-NEP (Yasuda et al, 1993). 
En el interior de la matriz estructural se 
encuentran las ribonucleoproteínas (RNPs). 
Estos complejos forman las unidades básicas 
funcionales que llevan a cabo los procesos de 
replicación y transcripción en el núcleo de la 
célula infectada. Las RNPs contienen el genoma 
del virus y están formadas por la polimerasa, 
constituida por tres subunidades (PB1, PB2 y 
PA), y la nucleoproteína (NP). Las RNPs y sus 
componentes se describen posteriormente. 
Las proteínas NS1 y PB1-F2 son las únicas 
proteínas que se expresan durante la infección 
viral, cuya presencia en el virión aún no ha 
sido descrita. La proteína NS1 está implicada 
en diferentes funciones que se resumen 
brevemente: 
a) Modulación del proceso de splicing: Como 
se verá más adelante, los segmentos 7 y 8 
del virus requieren splicing para su correcta 
expresión (Lamb et al, 1980; Lamb et al, 1981). 
NS1 inhibe el splicing de los mRNAs celulares, 
y como mínimo también el de su propio 
mRNA (Garaigorta & Ortin, 2007; Qiu et al, 
1995); b) Inhibición del procesamiento 3´de 
los pre-mRNAs: NS1 impide la maduración 
de los mRNAs celulares inhibiendo el corte y 
poliadenilación de su extremo 3´ (Chen et al, 
1999). El procesamiento de los extremos 3´de 










que el mecanismo es distinto de los celulares, 
como se verá más adelante (Poon et al, 1998; 
Poon et al, 1999); c) Inhibición del transporte 
de mRNAs: NS1 es responsable de la retención 
nuclear de mRNAs celulares poliadenilados 
que se transcriben bajo el control de la RNA 
polimerasa II (Fortes et al, 1994; Katze & 
Krug, 1984; Qian et al, 1994; Qiu & Krug, 
1994), y forma un complejo de inhibición 
para la exportación nuclear (Satterly et al, 
2007);   d) Modulación de la actividad de la 
polimerasa viral: NS1 interacciona con el RNA 
viral (Hatada & Fukuda, 1992; Hatada et al, 
1997; Hatada et al, 1992; Marión et al, 1997) 
y con la polimerasa viral y/o las RNPs (Marión 
et al, 1997) durante la infección. Estos datos 
junto con estudios de virus ts mutantes en 
NS1 (Falcon et al, 2004; Garaigorta et al, 2005) 
sugieren que NS1 podría estar implicada 
en la modulación de la polimerasa viral; e) 
Estimulación de la traducibilidad de los mRNAs 
virales: Durante la infección viral la traducción 
de proteínas celulares disminuye mientras que 
se favorece la de las virales. Este fenómeno se 
denomina shut off celular (Park & Katze, 1995). 
Se ha propuesto que los mRNAs celulares son 
degradados durante la infección (Beloso et al, 
1992; Inglis, 1982; Zurcher et al, 2000) aunque 
esta degradación es controvertida (Garfinkel 
& Katze, 1992; Katze & Krug, 1984; Katze & 
Krug, 1990). Durante la infección tiene lugar 
una traducción selectiva de los mRNAs virales, 
pero esta selectividad debe de ser muy 
regulada ya que los mRNAs virales y celulares 
son estructuralmente indistinguibles. Hay 
varios mecanismos descritos que podrían 
explicar este fenómeno. Por un lado está la 
unión de NS1 al extremo 5´UTR del mRNA viral 
(Garfinkel & Katze, 1993). Los extremos de los 
segmentos de gripe contienen una región 
común a todos ellos y una región específica 
de cada segmento. Estas últimas sirven para 
regular el perfil de expresión cuantitativo y 
temporal de cada mensajero viral (de la Luna 
et al, 1995; Enami et al, 1994; Yamanaka et 
al, 1991). Por otro lado están los factores 
celulares implicados en la selectividad y 
estimulación de esta traducción (apartado 
7.2.5); f) Participación en la morfogénesis 
viral (Garaigorta et al, 2005); g) Control de 
la maquinaria de defensa celular. Impide la 
activación de la PKR a través de su unión a 
RNAs de doble cadena o dsRNA (Cheng et al, 
2008) o mediante la interacción directa entre 
NS1 y PKR (Hatada et al, 1999; Tan & Katze, 
1998). NS1 tiene la capacidad de inhibir el 
sistema de silenciamiento celular mediado 
por RNA interferente (Bucher et al, 2004; Li et 
al, 2004), previene la activación del sistema 2´-
5´OAS/RNAsaL (Min & Krug, 2006), así como la 
transcripción de los factores IRF3, IRF7, NFκB 
y Jun/ATF2 mediante la unión a RIG-I (Guo et 
al, 2007; Mibayashi et al, 2007; Pichlmair et al, 
2006). Tiene además un papel fundamental en 
la inhibición de la respuesta a interferón que 
se desencadena en la célula hospedadora al 
ser infectada con el virus. (Kochs et al, 2007). 
La proteína PB1-F2 induce apoptosis y se 
localiza en la membrana de las mitocondrias 
(Gibbs et al, 2003). Esta proteína es un factor 
importante de patogenicidad (Zamarin et al, 
2006), favorece la aparición de enfermedades 
bacterianas secundarias (McAuley et al, 
2007), y regula la actividad de la polimerasa 
mediante la interacción con la subunidad PB1 
(Mazur et al, 2008).
3.2 Genoma y RNAs virales presentes 
en la célula infectada
El virus de la gripe A presenta un genoma 
segmentado formado por 8 moléculas de RNA 
de cadena sencilla y polaridad negativa (Inglis 
et al, 1976). El genoma completo comprende 
alrededor de 13500 nucleótidos, según la 
cepa, y codifica un total de 11 proteínas. 
Cada segmento da lugar a una única proteína 
excepto los segmentos 2, 7 y 8 que codifican 
dos proteínas cada uno (Chen et al, 2001; Lamb 










Lamb et al, 1980) (Lamb et al, 1981) (Lamb & 
Lai, 1980). Los segmentos 7 y 8 expresan dos 
proteínas cada uno mediante el procesamiento 
de sus mRNAs por splicing y la traducción 
colineal del RNA no procesado (proteínas 
M2 y NEP, y M1 y NS1 respectivamente). El 
mRNA del segmento 2 contiene dos pautas de 
lectura abierta mediante las cuales tiene lugar 
la expresión de PB1 y PB1-F2 (Figura I2).
Durante la infección por el virus de la gripe 
se pueden encontrar en el núcleo de la célula 
infectada 3 tipos de RNAs virales generados 
por el complejo replicasa-transcriptasa viral 
(Figura I3):
vRNA: constituye el RNA genómico del 
virus, de cadena sencilla y polaridad negativa. 
Es el RNA que se encapsida en forma de 
ribonucleoproteínas o RNPs durante la 
formación de la progenie viral. El RNA 
presenta un sus extremos un 5´trifosfato y 
un 3´-OH (Young & Content, 1971). Todos los 
segmentos virales presentan unas secuencias 
conservadas de 12 y 13 nucleótidos en 
sus extremos 3´ y 5´ respectivamente 
(Desselberger et al, 1980; Robertson, 1979), 
que poseen complementariedad parcial e 
invertida. Como consecuencia de la parcial 
complementariedad, los extremos de cada 
segmento forman una estructura en forma 
de panhandle o mango de sartén (Hsu et al, 
1987) que permite la circularización de cada 
segmento y conforma el sitio específico de 
anclaje de la polimerasa al RNA viral (Fodor et 
al, 1994; Fodor et al, 1993; Honda et al, 1987) 
(Figura I3-A). La información contenida en 
los extremos conservados, que conforman el 
promotor viral, es relevante para los procesos 
de replicación, transcripción, poliadenilación y 
empaquetamiento. Todos los vRNAs contienen 
además una zona rica en uridinas próxima al 
extremo 5´ que se utiliza como molde para la 
poliadenilación de los mRNAs virales (Luo et 
al, 1991). La estructura del promotor viral se 
describe más adelante.
cRNA: Se produce durante la replicación 
viral a partir de moléculas de vRNA. Son 
moléculas de polaridad positiva y son una 
copia completa del molde viral. Constituyen 
un paso intermedio de la replicación ya que 
sirven a su vez de molde para generar múltiples 
copias del vRNA progenie. El vRNA y el cRNA 
son empaquetados por la polimerasa viral 



























































Figura I2. Estructura del genoma 
del virus de la gripe. Los RNAs se 
representan el polaridad positiva 
y se muestran las proteínas que 
codifican. Las líneas negras repre-
sentan los extremos no codifican-
tes de cada segmento. Los intro-
nes se representan como líneas 
en forma de V en los segmentos 
M y NS. A la izquierda se muestra 
el número de segmento y a la de-
recha su longitud en nucleótidos 
y la masa molar de las proteínas 
que codifican (Adaptado de Pale-










cRNPs. A diferencia de las vRNPs, las cRNPs no 
salen del núcleo de la célula infectada y no se 
encapsidan en los nuevos viriones. Igual que 
el vRNA, el promotor del cRNA tiene también 
una estructura de mango de sartén, pero se 
han identificado diferencias estructurales 
entre ambos que son responsables de una 
funcionalidad diferente, probablemente 
porque inducen un reconocimiento diferente 
por parte de la polimerasa (González & Ortín, 
1999b).
mRNA: son generados durante los procesos 
de transcripción a partir de moléculas de vRNA. 
Son RNAs de polaridad positiva y presentan en 
su extremos 5´ una estructura cap tipo 1 que 
deriva de mRNAs celulares (Krug et al, 1979) 
y en su extremo 3´ una secuencia polyA de 
longitud variable. Ambas modificaciones post-
transcripcionales dan lugar a mRNAs virales 
estructuralmente indistinguibles de los celulares. 
 
4. La ribonucleoproteína viral
Los segmentos de RNA virales nunca existen 
como RNAs desnudos sino que se asocian a 
la RNA polimerasa viral y a moléculas de nu-
cleoproteína (NP) para dar lugar a complejos 
de ribonucleoproteínas o RNPs (Portela et al, 
1999). La proteína mayoritaria de las RNPs es 
la NP que recubre todo el genoma excepto los 
nucleótidos terminales parcialmente comple-
mentarios, que permanecen unidos a la poli-
merasa viral (Klumpp et al, 1997).
   4.1 La polimerasa viral
La polimerasa viral es una RNA polimerasa 
dependiente de RNA formada por las 
subunidades PB1, PB2 y PA (Detjen et al, 
1987; Digard et al, 1989) con una relación 
estequiométrica 1:1:1 (Detjen et al, 1987; 
Honda et al, 1990; Kato et al, 1985). Las tres 
subunidades son necesarias para llevar a cabo 
los procesos de replicación y transcripción viral 
AGUAGAA
UCGUUUU















































               C
(U5-7) GGAACAAAGAUGAppp5´
AAAAn 3´5´m7GpppXm(N10-13)AGCAAAAGCAGG








Figura I3. (A) Diagrama de la síntesis de RNA viral. El RNA genómico de polaridad negativa se muestra en amarillo. 
Mediante un proceso de transcripción se generan los mRNAs virales. El mRNA viral, representado en marrón, con-
tiene una estructura cap que proviene de mRNAs celulares y un extremo poliA sintetizado por la polimerasa viral. 
Mediante un proceso de replicación se generan los intermediarios replicativos (cRNA representado en verde) que 
sirven como molde para dar lugar a la progenie viral (vRNA). (B) Modelos de la estructura secundaria propuesta 
para el promotor viral. Se representan los nucleótidos de los extremos 5´ y 3´ del RNA que conforman el promotor 










en el núcleo de las células infectadas (Perales 
& Ortín, 1997). Además de la polimerasa 
presente en las vRNPs, también se ha descrito 
la presencia del complejo heterotrimérico 
no unido a las RNPs en el núcleo de células 
infectadas (Detjen et al, 1987). Estos complejos 
solubles podrían estar implicados en el 
reconocimiento de los RNAs intermediarios 
de replicación y de la progenie viral, ya que 
se unen de manera específica a las secuencias 
5´ conservadas y a la estructura de panhandle 
de los segmentos virales (González & Ortín, 
1999b; Lee et al, 2003b; Tiley et al, 1994). 
Además de las funciones en replicación, se 
ha propuesto que la polimerasa soluble tiene 
un papel como modulador de la selección del 
sitio de splicing durante el procesamiento de 
los transcritos primarios del segmento 7 (Shih 
et al, 1995), y también como protector de los 
mRNAs virales del proceso de cap-snatching 
realizado por las vRNPs (Shih & Krug, 1996). 
Aunque las tres subunidades de la polimerasa 
son necesarias para llevar a cabo los procesos 
de replicación y transcripción viral, se han 
asignado funciones específicas a cada una de 
ellas.
4.1.1 La subunidad PB1 
La subunidad PB1 es la más conservada 
evolutivamente y es responsable de la 
actividad de polimerización. Presenta 
cinco dominios comunes a todas las RNA 
polimerasas dependientes de RNA (Kobayashi 
et al, 1996; Poch et al, 1990) y mutaciones 
puntuales en estos residuos afectan 
dramáticamente su actividad (Biswas & 
Nayak, 1994; Mahy, 1983). Adyacentes a esta 
región catalítica se han descrito dos sitios 
de unión a nucleótido que se han propuesto 
como dos sitios implicados en la adición de 
nucleótidos durante la síntesis de RNA (Asano 
& Ishihama, 1997; Kolpashchikov et al, 2004). 
La polimerasa viral se asocia al promotor del 
vRNA con especificidad de secuencia (Tiley et 
al, 1994), y PB1 es capaz de contribuir a esta 
interacción (Fodor et al, 1994; Li et al, 1998). 
Concretamente, PB1 une de manera específica 
y diferencial los RNAs molde virales (González 
& Ortín, 1999b). Sin embargo las regiones de 
interacción descritas por varios grupos son 
contradictorias (González & Ortín, 1999b; Jung 
& Brownlee, 2006; Li et al, 1998) (Figura I4). 
Se ha observado que el extremo 5´ del vRNA 
interacciona con PB1 con mayor afinidad que 
el extremo 3 ,´ y a su vez mayor por vRNA que 
por cRNA (González & Ortín, 1999a; González 
& Ortín, 1999b). Pero a diferencia del vRNA, 
los extremos 5´y 3´unen PB1 con la misma 
afinidad (González & Ortín, 1999b). Se ha 
propuesto que el reconocimiento diferencial 
de ambas especies de RNA podría reflejar una 
conformación diferente de la polimerasa en 
presencia de los diferentes moldes de RNA 
(González & Ortín, 1999a). Por último, se ha 
sugerido que la subunidad PB1 podría tener 
un papel en la regulación de la transcripción 
ya que mutaciones en esta subunidad afectan 
la unión al promotor viral del vRNA y la unión 
a RNA con estructuras cap (Kerry et al, 2008). 
4.1.2 La subunidad PB2
La subunidad PB2 tiene un papel fundamental 
en la iniciación de la transcripción ya que es la 
responsable del reconocimiento de estructuras 
cap tipo 1 (Blaas et al, 1982; Ulmanen et al, 
1981). Se han descrito varias regiones de 
PB2 implicadas en el reconocimiento de 
estas estructuras mediante experimentos de 
cross-linking y de mutagénesis, sin embargo, 
debido a su heterogeneidad han sido motivo 
de controversia (Fechter et al, 2003; Honda et 
al, 1999; Li et al, 2001). Recientemente se ha 
resuelto la estructura del dominio responsable 
del reconocimiento y unión de cap por 
difracción de rayos-X. Se han determinado 
mediante ensayos de mutagénesis los residuos 
implicados en dicho reconocimiento (Guilligay 
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Figura I4. Dominios funcionales de las subunidades de la RNA polimerasa viral. Se representan las tres subunida-
des de la polimerasa viral. Los primeros 25 aminoácidos de la región Nt de PB1 son suficientes para interaccionar 
con PA (Ohtsu et al, 2002; Perez & Donis, 2001; Pérez & Donis, 1995). La región Ct de PB1 es a su vez suficiente para 
interaccionar con la región Nt de PB2 (González et al, 1996; Ohtsu et al, 2002; Poole et al, 2007). Sin embargo se 
han descrito dos regiones adicionales de interacción entre PB1 y PB2: la región Nt de PB1 (Biswas & Nayak, 1996) y 
la región Ct de PB2 (Poole et al, 2004). La región Nt de PA interacciona con PB2 (Hemerka et al, 2009). Las regiones 
de PB1 responsables de la interacción con el 5´vRNA comprenden los residuos Nt 1-83 y Ct 494-757 (González & 
Ortín, 1999b), aunque otros estudios sugieren que otras tres zonas en PB1 son responsables de la interacción: i) 
los residuos 233-244 son responsables de la interacción con el extremo 5´vRNA (Jung & Brownlee, 2006), ii) los re-
siduos F571 y F572 y están implicados también en la unión al 5´vRNA (Li et al, 1998), iii) los residuos 249-256 están 
implicados en la interacción con el extremo 3´vRNA, siendo los residuos 251 y 254 esenciales dentro de esta región 
(Li et al, 1998). La subunidad PB1 interacciona con el cRNA mediante sus residuos centrales 266-493 aunque los 
residuos 1-83 también están implicados. PA interacciona con el cRNA (Maier et al, 2008). NLS: señal de localización 
nuclear; U-nt: zona de unión a nucleótido; S-D-D: residuos característicos de una RNA polimerasa RNA dependiente 
(RpRd); ENC: actividad endonucleasa; CAP: dominios de unión a estructuras cap; CKII: dianas de fosforilación por 










residuos 323 y 483. La proteína PB2, además 
de estar implicada en transcripción, tiene 
también un papel en la replicación viral dado 
que mutantes puntuales en esta proteína dan 
lugar a defectos en la replicación pero no 
en la transcripción (Gastaminza et al, 2003) 
(Figura I4). Al igual que PB1, PB2 es capaz 
de unir el RNA genómico, según los datos 
obtenidos por cross-linking inducido, aunque 
se desconoce cual es la región responsable del 
reconocimiento (Fodor et al, 1993). 
4.1.3 La subunidad PA
Hasta hace poco tiempo no se había 
descrito una función específica de la proteína 
PA, pero se sabía que su presencia en el 
complejo de la polimerasa es esencial tanto 
para los procesos de replicación como de 
transcripción (Hara et al, 2006; Huang et al, 
1990; Mahy, 1983; Perales & Ortín, 1997). PA 
está implicada en la replicación viral ya que 
mutantes termosensibles en PA dan lugar a 
defectos en la síntesis de cRNA y vRNA (Krug 
et al, 1975). Se han descrito varias mutaciones 
que afectan específicamente a la actividad 
endonucleotídica de la polimerasa, sin afectar 
el reconocimiento de la estructura 5 c´ap ni de 
la síntesis de las otras especies de RNA (cRNA 
y vRNA) (Fodor et al, 2002), lo que sugiere 
que esta subunidad también participa en la 
iniciación de la transcripción. De acuerdo 
con estos datos, un trabajo muy reciente, 
donde se combinan estudios estructurales 
del dominio N-terminal de PA con ensayos 
bioquímicos, ha revelado que este dominio 
tiene actividad nucleasa y que su estructura 
es muy parecida a las nucleadas de tipo II 
(Dias et al, 2009; Yuan et al, 2009). Por tanto, 
junto con los resultados de Hara et al. se ha 
propuesto que la subunidad responsable del 
corte endonucleotídico es PA, y no PB1 como 
se había descrito anteriormente mediante 
ensayos de cross-linkinig (Li et al, 1998).
Se ha observado que PA está implicada 
también el la unión de la polimerasa a 
estructuras cap (Hara et al, 2006). Se ha 
propuesto que PA es necesaria para la 
estabilización de la interacción del promotor 
con la polimerasa (Deng et al, 2005; Hara et al, 
2006; Lee et al, 2002), ya que un mutante en 
PA presenta una alteración en la elongación 
que desestabiliza la interacción entre la 
polimerasa y el molde viral dando lugar a la 
generación de RNAs interferentes (Fodor et al, 
2003). Por último, se ha descrito la implicación 
de PA en la formación de partículas virales 
dado que virus con mutaciones en los residuos 
507-508 en esta subunidad son capaces de 
sintetizar correctamente los tres tipos de 
RNAs mientras que la producción de virus está 
totalmente anulada (Regan et al, 2006). Del 
mismo modo que PB1 y PB2 interaccionan con 
el promotor viral, se ha descrito por ensayos 
de cross-linking que PA interacciona con el 
extremo 5´vRNA (Fodor et al, 1994) y con el 
cRNA (Maier et al, 2008) (Figura I4).
PA es una proteína fosforilada in vivo y 
susceptible de fosforilación in vitro por Casein 
Kinasa II (Sanz-Ezquerro et al, 1998). Esta 
subunidad es además capaz de inducir una 
proteólisis de proteínas tanto virales como 
celulares (Sanz-Ezquerro et al, 1995). La 
región responsable se encuentra en el tercio 
N-terminal de PA (Sanz-Ezquerro et al, 1996) 
aunque también se han observado actividad 
serín-proteasa en el extremo C-terminal de 
la proteína, concretamente en el residuo 
S624 (Hara et al, 2001). Se ha demostrado 
que la capacidad para inducir proteólisis está 
relacionada con la capacidad de síntesis de 
cRNA (Huarte et al, 2003; Perales et al, 2000), 
aunque hay resultados contrarios a esta 










4.1.4 Estructura y ensamblaje del complejo de 
polimerasa
La subunidad PB1 forma el núcleo central 
de la polimerasa flanqueada en su extremo 
N-terminal por PA y en su extremo C-terminal 
por PB2. En la Figura I4 se muestran los 
dominios responsables de las interacciones 
entre las subunidades (Biswas & Nayak, 1996; 
González et al, 1996; Ohtsu et al, 2002; Perez 
& Donis, 2001; Pérez & Donis, 1995; Poole et 
al, 2004; Poole et al, 2007). Recientemente, 
mediante ensayos de microscopía (BiFC), se 
ha observado que los 100 nt N-terminales 
de la subunidad PA son responsables de la 
interacción con PB2 (Hemerka et al, 2009), una 
interacción que hasta el momento no se había 
podido detectar. Estos datos confirman que 
estas dos subunidades establecían algún tipo 
de interacción sugerido por datos estructurales 
(Area et al, 2004). La estructura tridimensional 
de la polimerasa ha sido obtenida mediante 
microscopía electrónica, e indica que las 
tres subunidades se encuentran asociadas y 
formando una estructura compacta. Se han 
obtenido dos modelos, el correspondiente al 
complejo de la polimerasa que forma parte 
de la RNP (Area, 2003; Area et al, 2004) y el 
correspondiente al complejo soluble de la 
polimerasa (Torreira et al, 2007)(Figura I5-A). 
A pesar de que las características generales 
entre ambas son muy similares, presentan 
ciertas diferencias estructurales que podrían 
deberse a un cambio conformacional inducido 
por la interacción de la polimerasa con NP y 
el RNA viral. La cristalización del complejo de 
la polimerasa no ha sido posible de momento, 
sin embargo se dispone de la estructura de 
dominios de las subunidades del trímero 
(Dias et al, 2009; Guilligay et al, 2008; Guu 
et al, 2008; He et al, 2008; Tarendeau et 
al, 2007; Tarendeau et al, 2008; Yuan et al, 
2009). El mecanismo y localización del sitio 
de ensamblaje del complejo de la polimerasa 
no está todavía claro. Cada subunidad puede 
localizarse en el núcleo de la célula de manera 
independiente debido a que cada una ellas 
contiene señales de localización nuclear (NLS) 
(Mukaigawa & Nayak, 1991; Nath & Nayak, 
1990; Nieto et al, 1994). Sin embargo no se 
conoce ni la región intracelular ni la vía de 
formación del complejo. Se ha propuesto que 
PB1 y PA, junto con el factor celular RanBP5, 
forman un complejo en el citoplasma que se 
importa al núcleo mientras que PB2 lo hace 
de manera independiente (Deng et al, 2006a; 
Fodor & Smith, 2004). De este modo, una vez 
en el núcleo se formaría el complejo entre PB1-
PA y PB2, como sugieren los experimentos in 































Figura I5. Modelo tridimensional 
de la polimerasa viral y la RNP. 
(A) Modelo estructural de la po-
limerasa soluble (soluble) y de la 
polimerasa unida a la RNP (RNP)
(Torreira et al, 2007). (B) Modelo 
tridimensional de la RNP (Martín-
Benito et al, 2001; Torreira et 
al, 2007). (C) Localización de las 
subunidades de la polimerasa en 
la polimerasa unida a la RNP (Area 










se basan en la formación de dímeros entre la 
chaperona Hsp90 con PB1 y PB2, y sugieren la 
formación de dímeros PB1-PB2 y PB1-PA (Lee 
et al, 2003a) y su transporte conjunto al núcleo 
(Momose et al, 2002; Naito et al, 2007b)
4.2 El promotor viral
El promotor viral, como se ha comentado 
anteriormente, está formado por los 
nucleótidos terminales tanto del vRNA como 
del cRNA. Todavía hoy no se conoce con 
exactitud la estructura del promotor viral a 
pesar de los numerosos estudios realizados 
hasta ahora. Existen tres modelos principales 
(Figura I3-B): a) Disposición en forma de 
mango de sartén o panhandle: ensayos de 
cross-linking y ensayos estructurales apoyan 
el apareamiento de los nucleótidos terminales 
del promotor (Bae et al, 2001; Baudin et al, 
1994; Desselberger et al, 1980; Hsu et al, 
1987; Lee et al, 2003a; Robertson, 1979); b) 
Disposición en forma de tenedor o RNA-fork: 
respaldada por ensayos de mutagénesis, es 
una estructura híbrida entre RNA de doble 
cadena y RNA de cadena sencilla. Se sugiere 
que la zona de doble cadena es estabilizada 
por uniones RNA-proteína y proteína-proteína 
mediadas por la polimerasa viral (Fodor et al, 
1995; Kim et al, 1997); c) Disposición en forma 
de sacacorchos o corkscrew: esta estructura 
está basada en la de RNA-fork, sin embargo 
propone que los extremos 5´ y 3 ,´ que no 
se aparean entre ellos, forman un dúplex 
consigo mismos. Es decir, que cada uno de 
los extremos del RNA forman una estructura 
de hairpin loop. Ensayos de mutagénesis 
apoyan esta estructura (Flick & Hobom, 1999; 
Flick et al, 1996). Se ha demostrado que la 
presencia de estas estructuras stem-loop 
en los extremos del RNA son críticas para la 
activación de la actividad endonucleasa por 
parte del extremo 5´ y para la poliadenilación 
(Leahy et al, 2001; Pritlove et al, 1999), y que 
estas mismas estructuras están implicadas en 
la interacción del promotor con la polimerasa 
viral (Brownlee & Sharps, 2002).
Todas estas opciones difieren en la región 
más terminal, siendo en el primer caso un 
dúplex y en los otros dos casos secuencias 
no apareadas entre ellas. De este modo 
se ha propuesto la conformación cerrada 
(panhandle) para el correcto reconocimiento 
de la polimerasa, seguida de la conformación 
abierta (fork o corkscrew) mediante la 
separación del híbrido de RNA por parte de la 
polimerasa. 
4.3 La nucleoproteína
El componente mayoritario de las RNPs es 
la nucleoproteína o NP, que une y encapsida 
el genoma viral. La interacción con el RNA es 
cooperativa y no específica de secuencia ya 
que tiene alta afinidad por el azúcar fosfato y 
deja expuestas las bases (Baudin et al, 1994; 
Yamanaka et al, 1990). De este modo, esta 
unión no protege completamente el RNA de la 
degradación por RNAsas (Baudin et al, 1994). 
La interacción de NP con el RNA es de una 
molécula de NP cada 24 nucleótidos (Compans 
et al, 1972; Ortega et al, 2000). NP es capaz 
de oligomerizar dando lugar a estructuras 
semejantes a RNPs en ausencia del resto de 
sus componentes (Elton et al, 1999; Ruigrok 
& Baudin, 1995). Se postula que NP es capaz 
de interaccionar con la polimerasa a través 
de las subunidades PB1 y PB2, pero no con PA 
(Area et al, 2004; Biswas et al, 1998; Martín-
Benito et al, 2001), y se ha propuesto que esta 
interacción podría desencadenar cambios 
estructurales en la polimerasa necesarios para 
el paso de la síntesis de mRNA a cRNA (Biswas 
et al, 1998; Medcalf et al, 1999). Se ha descrito 
también la interacción con M1, que promueve 
su exportación del núcleo (Martin & Helenius, 
1991), inhibe la actividad de las RNPs (Perez 
& Donis, 1998; Zvonarjev & Ghendon, 1980) 
y se ha sugerido que está implicada en el 
ensamblaje de los viriones (Noton et al, 2009). 










receptores de importación nuclear (O’Neill 
et al, 1995) a través de sus señales NLS, con 
la exportina I (CRM1) a través de la señal de 
exportación nuclear (NES) (Neumann et al, 
1997), y con elementos del citoesqueleto 
celular para llevar a cabo el tráfico de RNPs 
(Avalos et al, 1997; Digard et al, 1999; Momose 
et al, 2007; Simpson-Holley et al, 2002).
La proteína NP desempeña un papel esencial 
en los procesos de replicación y transcripción 
viral (Mena et al, 1999), en la organización 
estructural de las RNPs, y es un determinante 
en la regulación del transporte bidireccional 
entre el núcleo y el citoplasma de las RNPs 
durante la infección viral.
4.4 Estructura de la RNP
El estudio de RNPs de viriones mediante 
microscopía electrónica mostró que se trataba 
de estructuras súper enrolladas con un loop 
terminal (Compans et al, 1972; Heggeness 
et al, 1982). La polimerasa está presente 
en un extremo de esta estructura súper 
enrollada (Murti et al, 1988) contribuyendo 
al mantenimiento de la unión de los extremos 
del RNA (Klumpp et al, 1997). Mediante el uso 
de un mini-genoma del virus ha sido posible la 
reconstitución de RNPs recombinantes in vivo 
con la uniformidad necesaria para llevar a cabo 
estudios de microscopía electrónica de tinción 
negativa y procesamiento de imágenes, y se 
ha obtenido un modelo con una resolución de 
23Å (Martín-Benito et al, 2001) (Figura I5-B). 
De un modo similar, el análisis de complejos 
polimerasa-anticuerpo permitió la localización 
intramolecular de dominios de cada subunidad 
(Area et al, 2004)(Figura I5-C).
5. El ciclo de infección del virus 
de la gripe
El ciclo viral se desarrolla en células epiteliales 
del tracto respiratorio superior e inferior 
de vertebrados y presenta una duración de 
ocho horas, y está muy bien regulado tanto 
temporal como espacialmente. Se pueden 
distinguir varias etapas que se describen a 
continuación.
5.1 Adsorción y entrada de las 
partículas virales
La adsorción del virus a la célula hospedadora 
está mediada por la interacción de la 
glicoproteína HA de la superficie del virus con 
los receptores celulares que contienen ácido 
siálico presente en glicoproteínas y glicolípidos 
(Weis et al, 1988). Tras la adsorción, la entrada 
del virus se produce por endocitosis mediada 
por receptor en vesículas de clatrina (Matlin 
et al, 1981), aunque se han descrito otras 
vías implicadas en la internalización del virión 
(Matlin et al, 1981; Sieczkarski & Whittaker, 
2002)(Figura I6-1). Una vez formada la vesícula, 
ésta se fusiona con lisosomas y se produce 
una acidificación en el interior que da lugar a 
la formación de endolisosomas. El pH interno 
de los viriones disminuye progresivamente 
gracias al canal iónico que forma la proteína 
M2 (Pinto et al, 1992) lo que permite la 
desestabilización de la interacción entre las 
RNPs y M1 (Figura I6-2). El pH ácido promueve 
un cambio conformacional de la proteína HA 
que induce la fusión de las membranas del 
virus y de la vesícula endocítica (Helenius, 
1992). Una vez en el citosol, las RNPs libres 
de M1 son transportadas al núcleo, gracias 
a la interacción de NP con la importina α 
(Cros et al, 2005; O'Neill et al, 1995), donde 
tendrán lugar los procesos de replicación y 










5.2 Replicación, transcripción y 
expresión génica
Cuando las RNPs entran en el núcleo de la 
célula infectada llevan a cabo una primera 
ronda de transcripción, llamada transcripción 
primaria (Figura I6-4). Los RNAs mensajeros 
generados son transportados al citoplasma y 
traducidos por la maquinaria celular (Figura 
I6-5/6). Las proteínas virales sintetizadas 
son transportadas al núcleo y provocan el 
cambio de la síntesis transcripcional a la 
síntesis replicativa (Figura I6-7). Mediante 
la replicación se generan las cRNPs (Figura 
I6-8) que son intermediarios de la replicación 
y sirven de molde para dar lugar a las vRNPs 
progenie (Figura I6-9). A su vez, durante la 
transcripción secundaria, las vRNPs sirven 
de molde para dar lugar a los mRNAs virales 
(Figura I6-4). Este proceso es indistinguible 
de la transcripción primaria, pero el nivel de 
síntesis es superior ya que la concentración 
de vRNPs es muy elevada tras los procesos de 
replicación (Figura I6-6/11). En este momento, 
los procesos de replicación y transcripción 
























Figura I6. Ciclo de infección viral. Esquema de los pasos de la infección del virus de la gripe. Se representan los 










mientras que más tarde en la infección se 
desacoplan y las vRNPs presentes en el núcleo 
se destinarán a la formación de nuevos 
viriones. 
Los RNAs mensajeros virales, una vez 
exportados al citosol, deben competir con 
los mensajeros celulares por la maquinaria 
de traducción. Los mRNAs son exportados de 
manera muy eficiente, aunque el mecanismo 
de exportación no está muy claro. Se ha 
determinado que la exportación de todos los 
mRNAs virales, con excepción del de NP y el 
de NEP, es dependiente de la actividad de la 
RNAPII (Amorim et al, 2007). El mRNA de NEP 
podría seguir una víal alternativa mediada por 
la maquinaria celular de splicing. Sin embargo, 
M2, que debería comportarse igual que NEP, 
queda retenido en el núcleo en presencia 
de la droga DRB que inhibe parcialmente la 
RNAPII. El splicing de M2 está regulado por 
la polimerasa viral, por lo que los autores 
explican el comportamiento de este mRNA. 
Finalmente, para el mRNA de NP, que no 
contiene intrones, sugieren que sigue una ruta 
de exportación alternativa. Recientemente se 
ha determinado que el transporte núcleo-
citoplasma de mRNAs que no tienen intrones 
es dependiente de energía, como los RNAs 
poliadenilados celulares. Hay tres tipos de 
mRNAs virales: sin intrones (HA, NA, PB1, 
PB2, PA y NP), con intrones sin procesar por 
splicing (M1 y NS1) y los procesados (M2 y 
NEP). Para todos ellos se ha propuesto que 
la exportación del núcleo de estos mRNAs es 
independiente de la vía CRM1, y que se lleva 
a cabo mediante la vía celular TAP/p15 con la 
participación de las proteínas NS1 y la RNA 
polimerasa II celular ya que colocalizan y se 
coinmunoprecipitan junto con NS1 y TAP/p15 
(Amorim et al, 2007; Wang et al, 2008). Sin 
embargo, hay que recordar que NS1 forma un 
complejo inhibitorio con NXF1/TAP, p15/NXT, 
Rae1/mrnp41 y E1B-AP5(Satterly et al, 2007), 
por lo que  habrá que seguir investigando 
las rutas de exportación y regulación de los 
mRNAs virales. 
En este momento de la infección el virus 
toma el control de la célula y ejemplo de ello 
es la relación entre la síntesis de proteínas 
virales y celulares, siendo esta última casi nula. 
La proteína viral no estructural NS1, tiene un 
papel fundamental en el metabolismo de 
los RNAs mensajeros, dando lugar a la casi 
exclusividad de la traducción de mensajeros 
virales durante la infección. Para ello actúa 
a distintos niveles: regula la actividad de 
la polimerasa viral, el procesamiento de 
los mensajeros virales y celulares, inhibe 
el corte y poliadenilación de mensajeros 
celulares, promueve la retención en el núcleo 
de mensajeros celulares poliadenilados así 
como también su degradación, y estimula la 
traducción de los mensajeros virales mediante 
la interacción preferencial con la maquinaria de 
iniciación de la transcripción. NS1 interacciona 
con factores de traducción celular que inducen 
la formación de un complejo de iniciación 
de la traducción que podría competir con la 
traducción de los mRNAs celulares. 
5.3 Morfogénesis viral
En la fase tardía del ciclo comienza la 
formación de nuevas partículas virales. 
La formación de viriones se produce por 
gemación en la membrana plasmática. Por 
tanto, los distintos componentes estructurales 
del virus deben confluir en un mismo punto 
de la membrana plasmática (Figura I6-13). 
En primer lugar las vRNPs progenie deben 
ser exportadas hacia el citosol, y son las 
proteínas M1 y NEP las que desempeñan esta 
función (Figura I6-12). La proteína M1 forma 
un complejo de exportación mediante la 
interacción con NEP y las vRNPs. Dentro de 
este complejo, la proteína NEP actúa como 
molécula adaptadora entre el complejo de 
exportación y el poro nuclear (O’Neill et al, 










enmascara la NLS de M1 (Akarsu et al, 2003). 
Por otro lado, la interacción de M1 con la vRNP 
inhibe la actividad transcripcional de ésta y 
promueve su transporte al citosol (Watanabe 
et al, 1996). Se ha propuesto que la vía CRM1 
es la responsable de la exportación de las 
RNPs, ya que NP interacciona directamente 
con CRM1 y la salida de RNPs queda 
bloqueada por la acción de la Leptomicina B 
(Elton et al, 2001; Neumann et al, 2000). Una 
vez las RNPs se encuentran en el citoplasma 
son transportadas a la membrana plasmática 
a través de filamentos de actina (Avalos et al, 
1997). La interacción con estos filamentos 
inhibe la relocalización al núcleo y el 
transporte a la superficie celular (Digard et 
al, 1999). Estos complejos se dirigen a zonas 
concretas de la membrana celular que tienen 
un alto contenido en colesterol, denominadas 
lipid rafts (Zhang et al, 2000). En esta región 
también confluyen las proteínas HA, NA 
y M2. Tras sufrir las modificaciones post-
transcripcionales y la autoasociación, son 
transportadas en vesículas donde el canal 
iónico M2 regula el pH evitando el cambio 
conformacional que activaría la proteína HA. 
La encapsidación de las RNPs parece estar 
dirigida por M1 (Gomez-Puertas et al, 1999), 
aunque trabajos más recientes involucran a 
M2 en este proceso (Iwatsuki-Horimoto et al, 
2006; McCown & Pekosz, 2006). La liberación 
de las partículas se produce mediante un 
fenómeno de gemación o budding, y gracias 
a la acción catalítica de NA, que degrada el 
ácido siálico de receptores y glicoproteínas 
virales para evitar su agregación, se liberan los 
nuevos viriones al espacio extracelular. 
El empaquetamiento del genoma viral 
requiere de la incorporación de las 8 vRNPs 
distintas para la generación de virus infecciosos. 
Existen numerosas evidencias que apoyan un 
modelo de empaquetamiento dirigido que 
propone la selección de las 8 vRNPs que se 
incorporan a las nuevas partículas virales. 
Entre otras evidencias, cada vRNP en los 
viriones es equimolar (Smith & Hay, 1982) a 
pesar de que la relación entre ellas en la célula 
infectada no es igual. Los vRNAs defectivos 
interferentes compiten de manera específica 
con la incorporación de su vRNA homólogo 
(Duhaut & McCauley, 1996). Recientemente se 
han identificado secuencias en cis presentes 
en las regiones codificantes y no codificantes 
en los extremos 5´y 3´ de todos los genes, 
que son necesarias para el empaquetamiento 
(Fujii et al, 2005; Fujii et al, 2003; Liang et 
al, 2005; Liang et al, 2008; Muramoto et al, 
2006; Noton et al, 2007; Ozawa et al, 2009; 
Watanabe et al, 2003). Finalmente, mediante 
cortes seriados de viriones se ha observado 
una distribución constante de 7 vRNPs en 
forma de anillo alrededor de una RNP central 
(Noda et al, 2006) (Figura I1B). Se cree que la 
vRNP central corresponde al segmento de PB2 
ya que sus secuencias son necesarias tanto 
para la incorporación de su propio vRNA como 
para la incorporación del resto de vRNAs en la 
formación de virus infecciosos (Muramoto et 
al, 2006).
6. Procesos de replicación y 
transcripción virales
La transcripción y la replicación son 
procesos claramente diferenciados. La 
iniciación de la transcripción depende de un 
donador de cap que actúa como cebador 
de la polimerasa, mientras que durante la 
replicación la polimerasa inicia de novo la 
síntesis del RNA. La transcripción implica 
la terminación prematura de la copia de 
vRNA en el proceso de poliadenilación, 
mientras que la replicación da lugar a una 
copia completa y complementaria del molde 
utilizado (Hay et al, 1982). Finalmente, el 
producto de replicación es encapsidado por 
moléculas de NP (Pons, 1971), mientras que el 










A continuación se detallan los mecanismos 
moleculares descritos para la replicación y la 
transcripción.
6.1 Transcripción viral
La estrategia de transcripción del virus de la 
gripe es muy distinta de la empleada por otros 
virus. La polimerasa viral emplea cebadores 
que ella misma genera para la iniciación de la 
transcripción. Mediante un proceso llamado 
cap snatching (Bouloy et al, 1978; Krug et al, 
1979) la polimerasa reconoce las estructuras 
cap de los pre-mRNAs celulares y los corta 
para dar lugar a cebadores de entre 9-15 
nt con extremos 5 c´ap y 3-OH (Plotch et al, 
1981). Estos cebadores son elongados por 
la polimerasa, y ella misma lleva a cabo el 
proceso de poliadenilación para dar lugar a 
los mRNAs virales. De este modo, los mRNAs 
virales contienen secuencias heterogéneas 
celulares en su extremo 5 ,´ y a su vez resultan 
estrictamente indistinguibles de los mRNAs 
celulares.
Hasta hace poco tiempo el modelo 
aceptado de transcripción era el que se 
describe a continuación (Figura R7-A). Para 
que la polimerasa adquiera la capacidad 
de reconocer y unir las estructuras cap es 
necesario que el extremo 5´ del promotor 
del vRNA se una al complejo (Cianci et al, 
1995; Li et al, 1998). La unión del vRNA es 
concretamente con la subunidad PB1 e induce 
un cambio alostérico que permite a PB2 el 
reconocimiento del cap. El extremo 5´del 
cRNA también puede activar la unión de PB2 
al cap pero de un modo menos eficaz (Cianci 
et al, 1995). Una vez la polimerasa está unida 
al cap se incrementa la afinidad por la unión 
de PB1 al extremo 3’ del promotor del vRNA. 
La unión del extremo 3´ del vRNA produce 
un segundo cambio alostérico que activa la 
endonucleasa para dar lugar al corte de los 
mRNAs celulares (Cianci et al, 1995; Hagen 






















































































Figura I7. Diagrama del proceso de transcripción 
viral. (A) Primer modelo propuesto para los proce-
sos de transcripción: (1) La polimerasa viral se une 
al extremo 5´ del vRNA. (2) Esta interacción activa la 
unión de PB2 a las estructuras cap (en amarillo) de 
los mRNAs celulares (en azul). (3) La interacción del 
cap estimula la unión de la polimerasa al extremo 3´ 
del vRNA. (4) La interacción de los dos extremos del 
vRNA activa la endonucleasa que corta los mRNAs ce-
lulares a 10-15 nt de la estructura cap. (5) Elongación 
de la transcripción viral. (6) Terminación de la trans-
cripción mediante la síntesis de la cola poliA gracias a 
la señal de poliadenilación del vRNA. (B) Segundo mo-
delo propuesto para la transcripción: (1) El panhadle 
preformado estimula tanto la unión a estructuras cap 
de mRNAs celulares (2) como el corte endonucleotídi-
co (3a). Los mRNAs que contienen en el sitio de corte 
la secuencia CA únicamente requieren el extremo 5´ 
para la unión a cap y el corte endonucleotídico, mien-
tras que el extremo 3’ sirve solo como molde (3b). (4) 
Elongación del mRNA viral. (5) Poliadenilación y ter-










estabiliza la polimerasa viral asociada al RNA 
(Brownlee & Sharps, 2002). Cabe destacar que 
la activación del corte endonucleotídico se 
produce únicamente cuando ambos extremos 
del vRNA están unidos a la polimerasa (Hagen 
et al, 1994) y este fenómeno es exclusivo de 
los extremos del vRNA, ya que el promotor del 
cRNA no es capaz de dar lugar a la activación 
(Cianci et al, 1995). De este modo se propone 
al promotor del vRNA como un cofactor 
esencial para la actividad de la enzima viral. 
Recientemente se han descrito resultados 
que se contradicen a los anteriores y se 
propone de este modo un nuevo modelo de 
transcripción (Figura R7-B). La subunidad PB2 
puede unir cap independientemente de la 
ausencia de RNA y del resto de las subunidades 
de la polimerasa (Guilligay et al, 2008). Se ha 
observado que el complejo de la polimerasa 
unido a un dúplex 5´-3´ RNA presenta 
propiedades distintas de aquellas donde la 
unión al RNA ha sido secuencial. La unión 
al cap y la actividad endonucleotídica son 
mas eficientes en la formación del complejo 
mediante la unión al dúplex preformado (Lee 
et al, 2003b). Además, Rao et al. observaron 
que cuando el mRNA celular tiene un sitio de 
corte CA, las funciones del extremo 5´vRNA 
cambian y éste adquiere la capacidad de 
activar tanto la unión a cap como el corte 
endonucleotídico, dejando como única función 
del extremo 3´vRNA la de servir como molde 
de transcripción (Rao et al, 2003). Finalmente, 
se ha observado que el corte del mRNA celular 
se produce de manera preferencial después 
de una secuencia CA y casi exclusivamente 
después de una purina (Hagen et al, 1995; 
Plotch et al, 1981; Rao et al, 2003), siendo 
una G el primer nucleótido en incorporarse 
en todos los segmentos virales. Por tanto, la 
activación de la transcripción mediante un 
proceso secuencial es controvertido.
A partir de este punto la polimerasa 
viral lleva a cabo la elongación del cebador 
hasta llegar al punto de poliadenilación. 
Los mRNAs de gripe contienen un extremo 
3´ poliadenilado, sin embargo el origen del 
poliA es totalmente distinto al de los mRNAs 
celulares. Es la propia polimerasa la que lleva 
a cabo la poliadenilación mediante la copia 
reiterada de un tramo oligo-U presente cerca 
del extremo 5´del vRNA (Robertson et al, 
1981)(Figura I3-A). La polimerasa permanece 
unida al extremo 5’ del molde durante todo el 
proceso, de modo que ella misma supone un 
impedimento físico para poder llegar al final 
de la secuencia y promueve la copia reiterada 
de Us (Poon et al, 1998; Pritlove et al, 1999). De 
hecho, se produce una terminación prematura 
de la transcripción y es por ello que los mRNAs 
de gripe no son totalmente complementarios 
al molde viral. Además se ha observado que la 
substitución tramo de U5-7 por una secuencia 
de A5-7 da lugar a la formación de mRNAs con 
una secuencia poliU en su extremo 3’ (Poon 
et al, 1999). 
Dos de los transcritos virales, aquellos 
generados por los segmentos 7 y 8, son 
sustratos de splicing y dan lugar a la expresión 
alternativa de dos proteínas (M1 y M2, y NS1 y 
NEP respectivamente) (Inglis et al, 1979; Inglis & 
Brown, 1981; Lamb et al, 1981). La eliminación 
de intrones de los transcritos virales es llevada 
a cabo por la maquinaria celular (Lamb & Lai, 
1982; Lamb & Lai, 1984), sin embargo, la 
polimerasa viral regula la selección del sitio 5´ 
de splicing alternativo del mRNA del segmento 
M. En ausencia de polimerasa se genera el 
mRNA de M3, pero en presencia del complejo 
heterotrimérico, éste se une al sitio 5´de 
splicing de M3 y lo enmascara. De este modo, 
la maquinaria celular de splicing reconoce un 
sitio alternativo y se genera el mRNA de M2 











Durante la replicación se generan RNPs 
complementarias (o cRNPs) y RNPs virales 
(o vRNPs). La replicación tiene lugar en dos 
pasos: primero, a partir de las vRNPs paternas 
(del virión) se generan las cRNPs que son un 
intermediario de replicación, y a partir de las 
cRNPs se generan las vRNPs progenie que 
serán encapsidadas en los nuevos virones 
(Figura I8-A).
Los cRNAs y vRNAs iniciados de novo 
tienen un extremo trifosfato en su extremo 
5’ (Hay et al, 1982), siendo un ATP el primer 
nucleótido incorporado en todos los RNAs 
virales. Estudios recientes demuestran que la 
polimerasa viral puede utilizar, aparte de ATP, 
ADP, AMP y adenosina (Deng et al, 2006b). Sin 
embargo la mayoría de los RNAs virales tienen 
en su extremo 5´ un trifosfato debido a que en 
las células eucariotas la concentración de ATP 
es mucho mayor que ADP, AMP y adenosina 
(Brosnan et al, 1990). A diferencia de la síntesis 
transcripcional, durante la replicación no se 
requiere la interacción con el extremo 5´ del 
promotor ya que mutaciones en esta región 
no afecta la síntesis de cRNA o vRNA. De 
hecho se ha propuesto que esta interacción 
no debe ocurrir durante la replicación para 
dar lugar a la síntesis de RNAs sin estructuras 
cap ni poliA (Pritlove et al, 1999). A diferencia 
de la transcripción, la replicación requiere 
la síntesis de proteínas virales (Barrett et al, 
1979), en concreto NP soluble libre de RNPs, 
que encapsida el nuevo RNA viral sintetizado 
(Beaton & Krug, 1986; Shapiro & Krug, 1988). 



























































































































































Figura I8. Diagrama de los procesos de replicación virales. (A) Esquema de la replicación viral: 1) vRNP con los 
dos extremos del vRNA unidos a la polimerasa; 2) La presencia de NP y polimerasa activan la replicación viral. Se 
postula que el extremo 5´ se suelta del complejo de la polimerasa; 3-4) Elongación de la replicación y protección 
del RNA por moléculas de NP. El producto de la replicación es una copia de RNA completa y complementaria del 
molde; 5) Productos de la replicación viral, las cRNPs (en azul) y vRNPs (en naranja). (B) Modelo del mecanismo de 
iniciación de la replicación viral. Se muestra la representación del extremo 3’ del vRNA (en verde) y del cRNA (en 
negro), parte del modelo del promotor corkscrew. La iniciación de novo con molde cRNA empieza en los nucleóti-
dos 4 y 5, y el producto de síntesis, el pppApG, es transferido a los nucleótidos terminales 1 y 2. En contraste con 
este modelo, la síntesis con molde vRNA empieza directamente en los nucleótidos terminales 1 y 2 (adaptado de 










polimerasa durante la replicación (Honda et 
al, 1988) y resulta imprescindible para superar 
la señal de poliadenilación, proceso que los 
autores llamaron antiterminación (Beaton & 
Krug, 1986).
Existen diferencias entre las estructuras 
de los promotores de las vRNPs y las cRNPs. 
Recientemente se ha descrito que la síntesis 
replicativa utiliza dos estrategias de iniciación 
distintas en ambos promotores (Deng et 
al, 2006c)(Figura I8-B). La iniciación de la 
replicación con molde cRNA ocurre en una 
zona interna del extremo 3’ del promotor 
(nucleótidos 4U y 5C) y la secuencia sintetizada, 
pppApG, es realineada con los nucleótidos 
terminales (1U y 2C) y posteriormente 
elongada. Sin embargo, la iniciación con 
molde vRNA empieza directamente en los 
nucleótidos terminales del extremo 3´ del 
promotor (1U y 2C) y se elonga directamente. 
El cebador sintetizado a partir del molde 
cRNA o el molde se liberan de la polimerasa 
para ser realineados en los nucleótidos 
terminales. Los autores proponen que estas 
diferencias en la iniciación de la replicación 
podría ser un mecanismo de regulación 
de los niveles de cRNA y vRNA en la célula 
infectada. Recientemente se ha descrito que 
un factor celular no identificado es capaz de 
estimular la síntesis de vRNA a cRNA, pero 
no viceversa (Nagata et al, 2008). De modo 
que podría haber varios mecanismos de 
control de la síntesis de RNA viral. Durante la 
infección viral la cantidad de cRNA sintetizado 
es muy inferior a la cantidad de vRNA, y a 
tiempos tardíos de la infección, la relación 
entre los vRNAs de los distintos segmentos 
no es equivalente. La síntesis del vRNA está 
muy controlada y gracias a esta regulación se 
expresan proteínas tempranas (polimerasa, 
NP y NS1) y proteínas tardías (NEP, M1, M2, HA 
y NA) durante la infección. A diferencia de las 
vRNPs, las cRNPs no salen del núcleo durante 
la infección, hecho que está de acuerdo con la 
asociación de la replicación a la matriz nuclear 
(López-Turiso et al, 1990).
6.3 Regulación de los procesos de 
replicación y transcripción virales
Durante la infección la polimerasa viral lleva 
a cabo tanto procesos de replicación como 
de transcripción, pero se desconoce hasta el 
momento el mecanismo mediante el cual se 
da el cambio de la síntesis transcriptiva a la 
replicativa. Debe ser un sistema muy regulado 
ya que el cRNA supone un 5-10% de todo 
el RNA viral de banda positiva sintetizado 
durante la infección. Se han propuesto varios 
modelos. 


































MODELO DE MODULACIÓN 












Figura I9. Modelos del cambio de síntesis transcrip-











Hay estudios que afirman que complejos 
binarios pueden llevar a cabo las distintas 
actividades, es decir, el complejo PB1-
PB2 sería necesario dar lugar a la síntesis 
transcripcional, mientras que PB1-PA daría 
lugar a la síntesis replicativa (Honda et al, 
2002; Nakagawa et al, 1995; Nakagawa et al, 
1996). Existe cierta controversia acerca de 
los elementos requeridos para llevar a cabo 
la síntesis viral, ya que otros muchos estudios 
demuestran lo contrario, es decir, afirman 
que las tres subunidades son necesarias para 
los procesos de replicación y transcripción 
virales (Deng et al, 2006b; Fodor et al, 2002; 
Gastaminza et al, 2003; Huarte et al, 2003; Lee 
et al, 2002; Perales & Ortín, 1997).
b) Disponibilidad de NP y polimerasa libre 
de RNPs. Se ha propuesto que moléculas de 
NP de nueva síntesis podrían alterar la RNP 
molde para permitir el cambio a replicación. 
De hecho, mutantes termo-sensibles (ts) en NP 
son deficientes en la síntesis de cRNA y vRNA, 
mientras que la síntesis de mRNA permanece 
inalterada (Medcalf et al, 1999; Mena et al, 
1999). Hay tres modelos acerca del papel de 
NP en el cambio de síntesis transcriptiva a 
replicativa (Figura I9).
b.1) Modelo de modificación de la 
polimerasa. PB2 tiene dos dominios que 
interaccionan con PB1 y NP parcialmente 
solapados. La interacción de PB2 en estos 
dominios es posible con cualquiera de las 
dos proteínas pero no de manera simultánea 
(Poole et al, 2004). Los autores postulan que 
cuando se acumula NP soluble, ésta entra en 
el complejo de la polimerasa y reemplaza la 
interacción de PB2-PB1 por PB2-NP. Durante la 
transcripción es necesaria la interacción PB2-
PB1, por lo tanto sugieren que el cambio de 
interacciones y la formación de un complejo 
tetramérico podrían desencadenar el cambio 
a replicación. Recientemente, otro trabajo 
muestra que la función de NP como regulador 
de la síntesis de RNA viral es independiente de 
su unión al RNA, lo que es compatible con este 
modelo (Newcomb et al, 2009). 
b.2) Modelo de modificación del molde viral. 
Este modelo propone que la polimerasa viral 
y/o NP soluble modifican el promotor viral 
para dar lugar al cambio de transcripción 
a replicación (Fodor et al, 1994; Klumpp et 
al, 1997). Mediante ensayos bioquímicos y 
estructurales se observó que los nucleótidos 
conservados de los extremos del RNA en 
una RNP no están expuestos al solvente ni 
están accesibles a reactivos. Sin embargo, 
la eliminación de la polimerasa da lugar a la 
exposición de los extremos del RNA, por tanto, 
en ausencia de la polimerasa los extremos del 
RNA no forman la estructura de panhandle 
(Klumpp et al, 1997). De este modo, proponen 
que la modificación del molde viral por 
parte de la polimerasa sería un mecanismo 
para la regulación de la conformación 
cerrada o abierta del panhandle. Es decir, la 
conformación cerrada sería necesaria para 
dar lugar a los procesos de transcripción viral, 
ya que tanto la iniciación como la terminación 
requieren la estructura del panhandle (Fodor 
et al, 1994; Li & Palese, 1994; Luo et al, 1991). 
De modo contrario, para la replicación sería 
necesaria la conformación abierta ya que el 
extremo 5’ terminal debe de estar accesible 
para su completa replicación.
b.3) Modelo de estabilización. Los autores 
proponen un modelo en el que, a diferencia del 
anterior, la vRNP viral paterna sintetiza tanto 
mRNA como cRNA a tiempos tempranos de la 
infección (Vreede et al, 2004). El cRNA desnudo 
es inestable y es por tanto degradado por 
nucleasas celulares. Sin embargo, a tiempos 
más tardíos, se acumulan proteínas virales 
sintetizadas, la polimerasa se une al promotor 
viral del cRNA para estabilizarlo y NP refuerza 
la transición. Mediante ensayos similares 










capaces de llevar a cabo simultáneamente 
la síntesis de cRNA y mRNA en ausencia de 
factores celulares y virales (Vreede & Brownlee, 
2007). De hecho, la primera secuencia que se 
sintetiza es el extremo 5 c´RNA, por el que la 
polimerasa tiene afinidad (González & Ortín, 
1999b), así que sería previsible que una nueva 
polimerasa sintetizada, distinta de la presente 
en la vRNP, protegiera el cRNA. Este complejo 
de polimerasa y RNA podría representar un 
punto de nucleación para la asociación de 
nuevas moléculas de NP, y además favorecerían 
la interacción de esta proteína al RNA viral y 
no al celular, ya que la interacción NP-RNA no 
es dependiente de secuencia. 
c) Promotor viral. Se ha descrito cierta 
variabilidad en algunas posiciones del 
promotor como en el nucleótido 4 del extremo 
3 ,´ ya que existen segmentos que presentan 
una citosina y segmentos que contienen una 
uridina en esta posición (Lee et al, 2003a). Se ha 
propuesto que estos cambios podrían regular 
los niveles de replicación-transcripción. Los 
segmentos que codifican las subunidades de 
la polimerasa contienen en la posición 4´ del 
extremo 3´ una C, mientras que la mayoría de 
los otros segmentos contienen una U (Figura 
I3-A). La estructura del extremo del promotor 
con el nucleótido U4 es de doble cadena y por 
tanto estimularía la actividad endonucleasa 
y las etapas posteriores para dar lugar a la 
transcripción. Sin embargo, la estructura 
del promotor C4 está en equilibrio entre 
estructuras de cadena doble y sencilla. La 
estructura abierta (con RNA de los extremos 
de cadena sencilla) no sería capaz de activar la 
endonucleasa, permitiendo la iniciación de la 
replicación (Lee et al, 2003a). 
d) Factores celulares. Se han descrito varios 
factores celulares implicados en los procesos 
de replicación y transcripción virales. La 
síntesis del RNA viral está muy asociada a la 
RNA polimerasa II celular y se ha sugerido 
que el cambio de síntesis transcriptiva a 
replicativa podría ser debido a los diferentes 
factores celulares asociados a la polimerasa 
celular (Nagata et al, 2008). Los factores 
celulares implicados en el ciclo viral que han 
sido descritos se comentan a continuación.
7. Interacción virus-hospedador. 
Factores celulares implicados en 
el ciclo de infección 
7.1 Interacción virus-hospedador 
Los virus son parásitos intracelulares 
obligados ya que la información genética que 
contienen en su genoma es limitada y requieren 
de la maquinaria de la célula hospedadora en 
varios pasos de su ciclo viral. Los virus que 
contienen como genoma DNA poseen mucha 
más información génica que los que contienen 
RNA. Sin embargo, la mayoría de ellos llevan a 
cabo su expresión génica mediante el uso de 
polimerasas celulares. Los virus con genoma 
RNA codifican su propia RNA polimerasa que 
lleva a cabo los procesos de replicación y 
transcripción virales. Las células no disponen 
de la maquinaria necesaria para llevar a cabo 
una síntesis de RNA sobre un molde de RNA, 
por lo que se podría suponer que los virus 
con RNA llevan a cabo su ciclo de infección 
sin la participación de factores celulares. 
Sin embargo hay ya muchas evidencias que 
indican que los virus de RNA requieren y 
secuestran factores celulares para llevar a 
cabo los procesos de multiplicación viral. Uno 
de los ejemplos más claros de la participación 
de factores celulares en la replicación de RNA 
viral es el trabajo del grupo de P.Ahlquist (Janda 
& Ahlquist, 1993). El estudio está basado en 
un sistema heterólogo de replicación del virus 
del mosaico del bromo (BMV) en levaduras, 
que ha permitido la identificación de múltiples 










de la replicación viral (Noueiry & Ahlquist, 
2003). Los virus no sólo se aprovechan de la 
maquinaria celular sino que además pueden 
secuestrar proteínas que tienen una función 
determinada y provocar un cambio de función 
en el contexto de la infección. El caso del 
bacteriófago Qβ muestra un claro y clásico 
ejemplo. La RdRp del fago Qβ necesita factores 
celulares para su funcionamiento: necesita 
proteínas implicadas en traducción celular 
para llevar a cabo la síntesis del RNA viral 
(EF-Tu, EF-Ts, S1) (Blumenthal & Carmichael, 
1979; van Duin, 1988), y la síntesis de la 
cadena negativa utilizando la positiva como 
molde requiere de la interacción el factor de 
traducción celular HF1 (Barrera et al, 1993). 
Existen muchos ejemplos como el del fago Qβ. 
En líneas muy generales, los factores celulares 
se encuentran implicados, entre otros, en 
los siguientes pasos virales: formación del 
complejo de la polimerasa viral, implicación en 
la especificidad de la selección del molde para 
la replicasa viral, cofactores de la enzima viral, 
factores implicados en la síntesis en sí de RNA 
viral, en la formación de complejos estables 
RNA-proteína, en la compartimentalización 
de los procesos de síntesis viral requerido 
por cada virus, etc. (Ahlquist et al, 2003; Lai, 
1998). Por tanto, las células no sólo permiten 
la síntesis viral, sino que participan de modo 
activo en los procesos de multiplicación viral, 
y como consecuencia en muchos casos se 
produce un trastorno en la viabilidad celular.
 
7.2 Factores celulares implicados en 
la replicación del virus de la gripe 
Debido a la limitada información genética 
que contiene el virus de la gripe, su replicación 
depende de factores celulares. A continuación 
se describen aquellas proteínas celulares que 
se han descrito hasta la fecha como implicadas 
en cada una de las etapas del ciclo de infección 
(Anexo 1.1).
7.2.1 Proteínas implicadas en la compartimen-
talización de la síntesis de RNA viral
Los procesos de síntesis del RNA viral 
se llevan a cabo en el núcleo de la célula 
infectada. Por tanto, no sorprende encontrar 
componentes de la estructura nuclear entre 
los factores celulares asociados a proteínas 
virales. Las vRNPs y M1 interaccionan con 
los nucleosomas (Garcia-Robles et al, 2005; 
Takizawa et al, 2006; Zhirnov & Klenk, 
1997), lo que está de acuerdo con trabajos 
anteriores que sugerían que las RNPs en la 
célula infectada están asociadas fuertemente 
a la cromatina (Bui et al, 2000; Bukrinskaya 
et al, 1979), y que la síntesis del RNA viral 
ocurre en complejos insolubles presentes en 
la fracción de matriz nuclear (López-Turiso et 
al, 1990). La interacción de la proteína M1 
con nucleosomas podría ser un mecanismo 
para liberar las vRNPs de la cromatina y 
transportarlas al citosol. Las proteínas M1, 
NS1 y NEP interaccionan con ND10/PMLs (Sato 
et al, 2003) y se cree que esta interacción está 
relacionada con la alteración de la respuesta 
celular antiviral. Durante la infección, el 
nucleolo es el dominio nuclear más alterado 
estructuralmente por el virus (Anisimova et al, 
1980), sin embargo no se conoce la implicación 
funcional de este complejo en la replicación 
viral. Mayer y cols. identificaron 11 proteínas 
nucleolares asociadas a la polimerasa y a las 
vRNPs, entre las que se encuentran nucleolina 
y nucleofosmina. Se ha observado que, en 
presencia del virus, la proteína nucleofosmina 
relocaliza del nucleolo al nucleoplasma y 
estimula la actividad de la polimerasa viral 
(Mayer et al, 2007). La nucleolina también 
se ha encontrado asociada a NS1 (Murayama 
et al, 2007). Por último, se ha observado el 
factor de remodelación de cromatina, CHD6, 
asociado a la subunidad PA y resultados 










el ciclo viral (Alfonso-Dunn et al, resultados 
no publicados).
7.2.2 Proteínas implicadas en la síntesis 
replicativa y en la transcripción viral
Hay muchas evidencias que sugieren que 
la síntesis de RNA viral está estrechamente 
relacionada espacial y funcionalmente con 
la maquinaria de transcripción celular. Se ha 
descrito la asociación de la polimerasa viral 
con formas fosforiladas de la RNA polimerasa II 
(RNAPII) celular a través de su extremo Ct (CTD) 
(Engelhardt et al, 2005), así como también la 
interacción con la región promotora de genes 
de RNAPII (Chan et al, 2006). Esta interacción 
podría suponer el reclutamiento de las RNPs 
virales a los complejos macromoleculares de 
transcripción celular, lugares donde habría 
mayor disponibilidad de mRNAs celulares 
para iniciar los procesos de transcripción 
viral. La RNAPII activa también es necesaria 
para llevar a cabo la exportación nuclear de 
mRNAs virales (Amorim et al, 2007). Se ha 
observado que la polimerasa viral promueve 
la degradación de la RNAPII celular a tiempos 
tardíos (Rodriguez et al, 2007) y que interfiere 
en el proceso de elongación (Chan et al, 
2006), fenómenos que pueden contribuir al 
shut off celular. Sin embargo, la degradación 
de la RNAPII no afecta a la síntesis de mRNA 
viral, ya que la iniciación de la transcripción 
celular no se detiene (Chan et al, 2006). No se 
sabe si la interacción entre la RNAPII celular 
y la polimerasa viral es directa o indirecta, 
pero el factor de transcripción celular hCLE 
podría ejercer de proteína puente entre 
ambos complejos, ya que se asocia tanto a la 
polimerasa viral como a la RNAPII (Huarte et al, 
2001; Perez-Gonzalez et al, 2006). La proteína 
celular Ebp-1 es un inhibidor selectivo de la 
polimerasa viral que se une a la RNP a través 
de la subunidad PB1. In vitro inhibe la síntesis 
del RNA viral sin afectar las actividades 
endonucleasa y de unión a cap (Honda et 
al, 2007). Shimizu y cols. encontraron dos 
fracciones subcelulares capaces de estimular 
la síntesis de RNA viral, RAF1 y RAF2 (Shimizu 
et al, 1994). RAF2 es una helicasa necesaria 
para la formación del spliceosoma que recibe 
los nombres BAT1/UAP56/NPI5 (Momose 
et al, 2001; O’Neill & Palese, 1995). UAP56 
interacciona con moléculas de NP libres y 
promueve la interacción con el RNA viral para 
dar lugar a moldes eficientes para la polimerasa 
viral, y por tanto estimular su actividad. RAF1 
resultó ser la proteína Hsp90 que estimula la 
síntesis viral, interacciona con la subunidad 
PB2 y tras la infección, relocaliza en el 
núcleo junto con PB2 (Momose et al, 2002). 
Se ha implicado a Hsp90 en la formación del 
complejo de la polimerasa (Naito et al, 2007b). 
El complejo celular MCM, una DNA helicasa 
replicativa implicada en la progresión del ciclo 
celular, interacciona con las RNPs a través de 
la subunidad PA, y estabiliza el cRNA naciente 
con la polimerasa viral (Kawaguchi & Nagata, 
2007). La ausencia del complejo tiene como 
consecuencia una síntesis abortiva de cRNAs 
cortos, que al no tener una interacción estable 
con la polimerasa, son liberados del complejo. 
El complejo MCM y la proteína viral NP podrían 
actuar durante la replicación viral de un modo 
cooperativo. El factor Tat-SF1 interacciona 
con NP libre y estimula la síntesis de RNA viral 
actuando del mismo modo que UAP56 (Naito 
et al, 2007a). La RNAPII interacciona con la 
polimerasa viral, con MCM, con UAP56, y Tat-
SF1. Por ello se ha propuesto que la interacción 
de la polimerasa viral con los macrocomplejos 
de la RNAPII podría promover la transición de 
transcripción a replicación, ya que estarían 
cerca los elementos necesarios para que ésta 
tuviera lugar: NP asociada a UAP56 o a Tat-
SF1 estimularía la formación del complejo 
NP-RNA, y el complejo MCM estimularía la 










7.2.3 Proteínas implicadas en inhibición 
de la transcripción y maduración de mRNAs 
celulares
Durante la infección por gripe las células 
sufren cambios en los niveles de traducción 
de proteínas celulares, proceso llamado shut-
off. La síntesis de proteínas celulares se reduce 
drásticamente mientras el virus secuestra 
la maquinaria de traducción celular para su 
propio beneficio. Varios procesos celulares 
están alterados. Como se ha comentado 
anteriormente, el virus roba los mRNAs con 
cap mediante el proceso de cap snatching 
impidiendo la elongación de los trascritos 
celulares, e inhibe los procesos de splicing y 
de exportación de mRNAs celulares. El virus 
da un paso más y mediante la interacción con 
los factores CPSF y PABPII impide el corte y 
poliadenilación de los mRNAs, de modo que 
impide su exportación (Chen et al, 1999; 
Nemeroff et al, 1998). NS1 forma además 
un complejo inhibitorio con el complejo de 
exportación nuclear de mRNAs celulares 
(NFX1/TAP, p15/NXT, Rae/mnrp41 y E1B-AP5) 
que podría estar implicado en la retención 
nuclear de mRNAs celulares a causa de la 
infección (Satterly et al, 2007).
7.2.4 Proteínas implicadas en el splicing 
celular
Las subunidades mayores del spliceosome 
son las snRNPs U1, U2, U4/6 y U5, y estas 
snRNPs se encuentran asociadas a varias 
proteínas necesarias para la formación del 
spliceosome y para el splicing. Entre ellas están 
los factores U2AF, SF2, SF3, SF2/ASF y SC35. 
Durante la infección viral el patrón estructural 
de SC35, que se localiza en speckles junto con 
el resto de elementos implicados en splicing, 
se desorganiza y adquiere un patrón más 
difuso (Fortes et al, 1995). La proteína viral 
responsable de este fenómeno es NS1, y de 
acuerdo con estos datos, se ha identificado 
NS1 asociada a varios factores de splicing. 
Entre ellos está la proteína NS1-BP, que 
localiza junto con SC-35 en speckles (Wolff 
et al, 1998), y U6 snRNA, cuya interacción 
inhibe los procesos de splicing de pre-mRNAs 
celulares (Qiu et al, 1995).
7.2.5 Proteínas implicadas en la traducción 
viral
Los mRNAs virales se traducen de modo 
selectivo frente a los celulares y contienen unas 
secuencias en cis, comunes en el extremo 5´ de 
todos los segmentos virales, que les permiten 
tener una mayor traducibilidad (Garfinkel & 
Katze, 1993). La proteína NS1 interacciona con 
los factores eIF4G (Aragón et al, 2000) y PABP1 
(Burgui et al, 2003), une el extremo 5´de los 
RNAs virales (Park & Katze, 1995) y se localiza 
en polisomas, favoreciendo la incorporación 
de ribosomas a los mRNAs virales (de la Luna 
et al, 1995). Finalmente se ha descrito que 
la polimerasa viral se une al complejo de 
iniciación de la traducción celular (Burgui et al, 
2007) y a varias proteínas ribosomales (Mayer 
et al, 2007). Por tanto se ha propuesto que el 
conjunto de estas interacciones hace posible 
un mecanismo de circularización específica 
de los mRNAs virales que favorecería la 
reiniciación de su traducción. Se ha observado 
también la interacción del autoantígeno La 
(Park & Katze, 1995) y GRSF-1 (Park et al, 1999) 
con las regiones 5´ UTR de mRNAs virales, de 
modo que también podrían participar en la 
estimulación de su traducción.
7.2.6 Proteínas implicadas en transporte de 
componentes virales
El ciclo de infección necesita un transporte 
eficiente y dinámico de los componentes 
virales. Las importinas KPNA1 y KPNA2 
(O’Neill & Palese, 1995; Wang et al, 1997) 
están implicadas en la importación nuclear 
de las vRNPs de los viriones y de moléculas de 
NP libres. Para la localización nuclear de las 










formación del complejo se ha propuesto la 
implicación dos factores celulares alternativos: 
Hsp90, comentado anteriormente, y RanBP5, 
que interacciona con la subunidad PB1 o bien 
con el dímero PB1-PA (Deng et al, 2006a). Los 
mRNAs virales deben ser exportados al citosol 
para su traducción. Se ha observado que la 
salida de los mRNAs virales no es sensible 
a la droga LMB y es por tanto, un proceso 
independiente de la vía CRM1. Sin embargo la 
proteína NS1 interacciona con los elementos 
TAP/p15 y ambas copurifican con los mRNAs 
virales (Wang et al, 2008). Por tanto se cree 
que los mensajeros virales se exportan por 
la vía TAP/p15 con la participación de NS1 y 
la RNA polimerasa II celular (Amorim et al, 
2007).
La proteína hStaufen se asociada a NS1 
(Falcón et al, 1999), a la polimerasa y vRNPs 
(S. de Lucas, datos no publicados). La proteína 
hCLE comentada anteriormente, además 
de ser un factor de transcripción celular, se 
ha encontrado formando parte de mRNPs 
citosólicas junto con hStaufen (Elvira et al, 
2006; Kanai et al, 2004; Villacé et al, 2004)(A. 
Perez, resultados no publicados), por lo que 
ambas podrían ejercer una función el la última 
etapa de expresión génica. 
Una vez sintetizadas las vRNPs progenie, 
éstas tienen que ser eficazmente exportadas 
del núcleo y dirigidas a la zona de formación 
de los nuevos viriones. La salida de las 
vRNPs del núcleo es un proceso secuencial 
en el que primero se une la proteína viral 
M1 a los complejos ribonucleoproteicos y 
posteriormente se une la proteína NEP. Esta 
interacción inhibe la actividad de las vRNPs. 
El complejo vRNP-M1-NEP interacciona con 
la proteína CRM1, a través de M1, y con 
nucleoporinas del poro nuclear, a través de 
NEP (Elton et al, 2001; O’Neill et al, 1998). Una 
vez las vRNPs están en el citosol deben dirigirse 
a la membrana celular donde tienen lugar los 
procesos de morfogénesis viral, y para ello 
las RNPs interaccionan con componentes del 
citoesqueleto. NP se asocia a los filamentos 
de actina, lo que provocan una retención 
citosólica de las vRNPs progenie y permite 
que sean dirigidas hacia las zonas de budding 
(Digard et al, 1999).
7.2.7 Proteínas celulares implicadas en otras 
funciones
Las proteínas Mx son inducidas en respuesta 
a interferón y juegan un papel importante en 
la respuesta antiviral. Se ha observado que las 
proteínas Mx-GTPasas inhiben la transcripción 
viral mediante la formación de un complejo 
con PB2 y NP (Turan et al, 2004; Zürcher et 
al, 1992). Recientemente se ha descrito la 
interacción de la proteína viral PB1-F2 con 
los factores ANT3 y VDAC1, dos proteínas 
mitocondriales. Se ha propuesto que PB1-
F2 induce apoptosis por la permeabilización 
de las mitocondrias mediante la interacción 
con estos dos factores celulares (Takahashi 
et al, 2007; Zamarin et al, 2005). También 
está implicada en el ciclo viral la proteína 
COXA1, componente del complejo citocromo 
c oxidasa. En ausencia de esta proteína se 
da una reducción de la síntesis viral (Hao et 
al, 2008). Dado que PB2 tiene una señal de 
localización mitocondrial (Carr et al, 2005) y 
que PB1-F2 se encuentra en las membranas 
mitocondriales, este orgánulo debe de estar 
relacionado en algún punto del ciclo viral, 
aunque de momento no se sabe con certeza 
su implicación.
7.2.8 Proteínas celulares presentes en el virión
Los virus con envuelta lipídica tienen la 
capacidad de incorporar proteínas celulares 
tanto en el interior del virión como en la 
propia membrana. En un estudio muy reciente 
se han identificado 36 proteínas celulares 
incorporadas en el virión de gripe (Shaw et 










del citoesqueleto, miembros de la familia 
de las anexinas, tetraspanins, ciclofilina A, 
CD59, y encimas glicolíticas. La implicación 
de su presencia en la partícula viral está por 
establecerse.
8. Formación de complejos 
de replicación en virus RNA. 
Fenómenos de oligomerización y 
complementación intragénica
Los virus que contienen RNA codifican su 
propia RNA polimerasa RNA dependiente 
(RdRp) ya que la célula hospedadora que 
infecta no dispone de la maquinaria necesaria 
para llevar a cabo la síntesis de sus genomas. 
Los virus han adoptado diversas estrategias 
para formar los complejos de replicación (CRs) 
en los que se encuentran tanto proteínas 
virales como factores celulares. Sin embargo, 
estas estrategias pueden diferenciarse según 
la polaridad del genoma viral, es decir, entre 
virus de banda positiva y virus de banda 
negativa.
8.1 Virus con genoma RNA de 
polaridad positiva
La replicación de todos los virus de RNA de 
cadena sencilla y polaridad positiva (+ssRNA) 
requiere de dos condiciones básicas: la 
formación de un CR donde se incluyen factores 
virales y celulares, y la asociación de los CRs 
a membranas lipídicas de nueva síntesis en 
el citosol. El origen y naturaleza de estas 
membranas celulares depende en cada caso 
del virus, ya que muchos inducen la formación 
de vesículas membranosas mediante distintas 
proteínas virales. Además, los virus +ssRNA han 
desarrollado una estrategia para la obtención 
de la máxima eficiencia de replicación 
basada en fenómenos de oligomerización y 
complementación intragénica de las RdRp. 
Existen varios ejemplos que se resumen a 
continuación: La RdRp de Poliovirus establece 
interacciones consigo misma (Hansen et al, 
1997; Hope et al, 1997; Lyle et al, 2002; Pata et 
al, 1995; Xiang et al, 1998). Se propone que la 
funcionalidad de esta interacción es necesaria 
para la unión cooperativa al RNA (Beckman & 
Kirkegaard, 1998; Pata et al, 1995) y también 
para la elongación de la síntesis de RNA de 
manera cooperativa (Hobson et al, 2001; 
Pata et al, 1995). Los complejos de RdRps 
solubles purificados son capaces de formar 
estructuras bidimensionales que conforman 
unos entramados o mallas de polimerasas 
(polymerase lattices) que actúan como 
superficies catalíticas para los procesos de 
síntesis viral (Lyle et al, 2002). La interacción 
de dos polimerasas tiene lugar por dos 
dominios distintos llamados interfaces, y se 
ha propuesto que una de las interfaces es 
necesaria para la unión al RNA y la otra está 
implicada en la actividad catalítica (Hobson et 
al, 2001). La RdRp del Virus de la hepatitis C 
forma homo-oligómeros (Wang et al, 2002), 
y la actividad específica de esta polimerasa 
incrementa de manera dependiente a su 
concentración, por lo que también ocurre un 
fenómeno de cooperatividad en la síntesis del 
RNA viral. Además, la actividad del complejo es 
inhibida en presencia de un mutante catalítico 
(Wang et al, 2002). La RdRp de Flock house 
virus requiere de la homo-oligomerización 
para la síntesis del RNA viral (Dye et al, 
2005), y se ha observado que mutaciones 
que reducen la capacidad de oligomerización 
a su vez disminuyen la replicación viral. Las 
RdRp de Feline calicivirus y Norovirus (NV) 
también forman homo-oligómeros (Hogbom 
et al, 2009; Kaiser et al, 2006). La polimerasa 
de NV, además de presentar una actividad de 
modo cooperativo es capaz de formar mallas 
catalíticas en 2 dimensiones (Hogbom et al, 
2009). Las polimerasas de los virus de plantas 
brome mosaic virus y tobacco mosaic virus 
también forman oligómeros (Goregaoker & 










8.2 Virus con genoma RNA de 
polaridad negativa
Los complejos de replicación de los virus 
de banda negativa son menos conocidos. La 
polimerasa del virus de Sendai es capaz de 
formar homo-oligómeros. Dos complejos 
RdRps mutantes en distintos dominios 
funcionales son capaces de complementarse 
intragénicamente y restablecer la función de 
síntesis de RNA (Cevik et al, 2003; Smallwood 
et al, 2002). En cuanto al virus de la gripe, no 
se han descrito fenómenos de oligomerización 
de complejos de polimerasas. Sin embargo, 
en los años 80 varios grupos describieron 
fenómenos de complementación intragénica 
entre segmentos de virus termosensibles 
(ts). En ensayos de coinfección con virus ts 
mutantes en el mismo segmento, incluso en 
el mismo gen, eran capaces de recuperar el 
fenotipo silvestre. Esto se observó para los 
segmentos 2, 3, 5, 6 y 8 (Heller & Scholtissek, 
1980; Mahy, 1983; Massicot et al, 1982; Thierry 
et al, 1980), que corresponden a los genes PB1, 
PA, NP, NA y NS respectivamente. Se sabe que 
la proteína NS1 necesita la conformación de 
dímero para interaccionar con el RNA (Wang et 
al, 1999), se ha propuesto que NP se incorpora 
a las RNPs en forma de dímero (Ortega et al, 
2000) y que la forma activa de NA es un homo-
tetrámero (Colman et al, 1983; Varghese 
et al, 1983). Por tanto todas estas proteínas 
interaccionan consigo mismas, motivo que 
explica la complementación intragénica 
observada en los virus ts en los segmentos 5, 
6 y 8. Sin embargo, hasta el momento no se ha 
descrito la oligomerización de la polimerasa, 
por lo que no se conoce todavía el mecanismo 
por el cual los virus ts en segmentos de la 
polimerasa son capaces de llevar a cabo una 
complementación intragénica.
9. Patogénesis de la infección 
por el virus de la gripe. Virus 
humanos y aviares
Cada año los virus de la gripe tipo A causan 
epidemias en la población humana y en 
intervalos de tiempo al azar han causado 
grandes pandemias. Las pandemias están 
causadas por virus que contienen en su 
superficie una HA para los que los humanos 
son inmunológicamente naive. Los virus han 
adquirido varias estrategias para evadir la 
respuesta inmune del hospedador mediante 
un constante cambio antigénico que define 
la epidemiología del virus. Por un lado, 
como resultado de mutaciones puntuales 
se generan pequeños cambios antigénicos, 
lo que se conoce como deriva antigénica 
(antigenic-drift), y es la causa de las epidemias 
estacionales. Los virus de la gripe, como 
todos los virus de RNA, presentan una alta 
variabilidad debido a la baja fidelidad de copia 
de la polimerasa durante la replicación y se 
ha estimado que la frecuencia de mutación 
por posición en las secuencias virales es de 
10-4 a 10-5 (Parvin et al, 1986; Suárez & Ortín, 
1994). Pero los cambios antigénicos drásticos, 
denominados saltos antigénicos (antigenic-
shift), están causados por el intercambio 
de genes virales (reassortment) o bien por 
transmisión directa de virus aviares a humanos. 
Los cambios antigénicos son muy graves 
porque el hospedador no tiene una inmunidad 
previa que pueda controlar la infección, y 
los virus se transmiten rápidamente entre la 
población causando una elevada morbilidad y 
mortalidad, es decir, generan una pandemia. 
A lo largo de los años han ocurrido varias 
pandemias (Figura I10).  1) En 1918 el virus 
H1N1 provocó la más grave de todas, conocida 
como gripe española. Todos sus genes eran 
similares a los presentes en virus aviares 
aunque presenta algunos rasgos característicos 
de virus humanos, y se cree que ocurrió una 










1957 el virus H2N2 provocó una pandemia 
conocida con el nombre de gripe asiática; 3) 
En 1968 el virus H3N2 desplazó la cepa H2N2 
y provocó la pandemia conocida como gripe 
de Hong Kong. Tanto el virus H2N2 como el 
H3N2 son producto de un salto antigénico 
mediado por el intercambio de genes virales 
aviares y humanos; 4) En 1977 se produjo una 
re-aparición de la cepa H1N1 que provocó 
la pandemia llamada gripe rusa; 5) Desde 
hace unos años se predice que en cualquier 
momento puede producirse una pandemia 
por el virus aviar H5N1 bien por reassortment 
o por transmisión directa de aves a humanos. 
De momento este virus aviar no ha podido 
pasar totalmente la barrera inter-especie 
ya que no se ha adaptado definitivamente 
para la transmisión de humano a humano; 6) 
En abril del 2009 se detectó la infección en 
humanos de un virus H1N1 de origen porcino, 
cepa llamada nueva gripe. Hasta el momento 
del cierre de la escritura de esta Tesis no se ha 
producido una pandemia y la patogenicidad 
de la nueva cepa es leve, a pesar de la buena 
transmisibilidad del virus. 
Son muchos los esfuerzos que se han hecho 
para conocer los factores que determinan tanto 
la transmisión de virus entre distintas especies 
como su patogenicidad, y se han descrito 
varios que se comentan a continuación.
a) La glicoproteína viral HA: Hay dos 
determinantes de patogenicidad relativos a 
HA: a.1) El sitio de corte de HA. La proteína 
HA es expresada como precursor que es 
posteriormente cortado en 2 subunidades. Este 
corte es un prerrequisito para la infectividad 
viral. Los virus poco patogénicos sólo pueden 
infectar células del tracto respiratorio ya que 
las proteasas extracelulares de este sistema 
son las únicas que reconocen el sitio de 
corte de HA. Los virus más patogénicos han 
alterado el sitio de corte siendo accesibles a 
muchas proteasas ubicuas intracelulares, por 
lo que se pueden formar virus infectivos en 
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Figura I10. Pandemias producidas por los virus de la gripe desde el siglo pasado. Los virus H1N1 eran de origen 
totalmente aviar, mientras que los virus H2N2 y H3N2 son producto de un cambio antigénico por intercambio de 
segmentos entre virus aviares y humanos. H2N2 adquirió los segmentos PB1, HA y NA, mientras que H3N2 adquirió 










diversos tejidos (Claas et al, 1998; Fouchier 
et al, 2004; Hatta et al, 2001; Horimoto 
& Kawaoka, 1994; Subbarao et al, 1998); 
a.2) Especificidad de receptor. El receptor 
viral consiste en moléculas de ácido siálico 
unidas a glicoproteínas y glicolípidos de la 
membrana plasmática. Los virus humanos 
reconocen preferentemente moléculas 
unidas por enlaces SAα2,6Gal mientras que 
los enlaces SAα2,3Gal son reconocidos por 
los aviares (Harvey et al, 2004). En humanos, 
los enlaces SAα2,6Gal se encuentran en el 
tracto respiratorio superior (mucosas nasales, 
faringe, tráquea y bronquios). Sin embargo en 
el tracto respiratorio inferior (bronquiolos y 
alvéolos) se encuentran los enlaces SAα2,3Gal. 
Las aves, a diferencia de los humanos, 
presentan enlaces SAα2,3Gal en las células 
del tracto digestivo, donde el virus replica. 
Por este motivo, aunque eventualmente 
los virus aviares han conseguido alcanzar el 
aparato respiratorio inferior de humanos, la 
replicación y transmisión de humano a humano 
no es efectiva. Para ello los virus aviares han 
de mutar y adaptar su HA al reconocimiento 
de enlaces SAα2,6Gal. De hecho, los virus de 
las pandemias de 1918, 1957 y 1968 se unen 
preferencialmente a SAα2,6Gal, mientras que 
el virus H5N1 reconoce SAα2,3Gal, lo que 
confirma que los primeros se adaptaron a 
humanos mientras que al segundo le queda 
como mínimo un paso previo a la adaptación 
(Neumann & Kawaoka, 2006).
b) La glicoproteína viral NA: NA también 
tiene especificidad de unión al ac. siálico 
dependiendo de su tipo de enlace, y sus 
propiedades estructurales afectan la 
patogenicidad y el rango de hospedador 
(Neumann & Kawaoka, 2006).
c) Componentes de las RNPs: La polimerasa 
viral y la NP también están implicadas en el 
rango de hospedador y en la patogenicidad, 
siendo la subunidad PB2 una de los 
determinantes más importantes. En concreto, 
la naturaleza del residuo en la posición 627 
está asociada al rango de hospedador y la 
patogenicidad de la infección, aunque todavía 
no se conoce el mecanismo. Una lisina en esta 
posición (presente en todos los virus humanos) 
determina una alta patogenicidad mientras 
que un glutámico (encontrado en todos los 
virus aviares) es responsable de una baja 
patogenicidad en humanos (Subbarao et al, 
1993). Se ha observado que una lisina en esta 
posición favorece la actividad de la polimerasa 
y la replicación a 37ºC, es decir, sería una 
mutación de adaptación a baja temperatura 
ya que los virus aviares replican en el intestino 
de las aves que se encuentra a 41ºC. Por 
tanto PB2 no afecta al tropismo celular del 
virus, pero sí a la actividad replicativa en 
ratones y seguramente en humanos. Estos 
resultados, junto con multitud de otras 
evidencias experimentales indican que PB2 
define el rango de hospedador (Fouchier et 
al, 2004; Naffakh et al, 2000; Puthavathana et 
al, 2005; Subbarao et al, 1993). Hay descritos 
varios residuos asociados a la determinación 
del rango de hospedador tanto a PB2 como 
a otras subunidades de la RNP, y se cree 
que estos cambios no actúan de manera 
independiente sino que la adaptación de los 
virus es consecuencia de una constelación de 
mutaciones (Naffakh et al, 2008).
d) Otros determinantes: NS1 como 
antagonista de la respuesta antiviral y PB1-
F2:
Algunos virus altamente patogénicos con 
mutaciones en NS1 son resistentes a los 
efectos antivirales de las proteínas IFN y 
TNF-α y además son capaces de desencadenar 
una sobreproducción de citoquinas 
proinflamatorias que hacen más severa la 
infección (Neumann & Kawaoka, 2006; Seo et 
al, 2004). Por otra parte la proteína PB1-F2, 










se ha asociado también a la patogenicidad del 
virus (Conenello et al, 2007).
Se dispone de mucha información acerca 
de mutaciones asociadas a la patogenicidad y 
a la determinación del rango de hospedador. 
Sin embargo no se conoce el mecanismo 
mediante el cual estas mutaciones dan lugar 
a la adaptación de virus aviares a la infección 
de células humanas. Según la hipótesis más 
aceptada, estas mutaciones favorecerían la 
interacción de proteínas virales de origen 
aviar con factores celulares humanos y en 
la formación del complejo de la RNP, ya que 
muchas de las mutaciones se encuentran en 
dominios implicados en interacciones entre 
proteínas virales o celulares (Finkelstein et al, 
2007). Así, un trabajo reciente con virus aviares 
adaptados a ratón muestra que la mutación 
D701N está implicada en la interacción con 
el factor celular importina-α1 (Gabriel et al, 
2008). Recientemente se ha determinado 
la estructura de parte del dominio Ct de 
PB2 donde están incluidas varias posiciones 
determinantes de patogenicidad, entre ellas 
la 627. El cambio de Glu a Lys implica una 
variación en las cargas de la superficie de la 
proteína que podrían alterar la interacción 
con factores celulares (Tarendeau et al, 2008). 
De modo que el estudio de la interacción 
diferencial de virus aviares y humanos con 
los factores celulares podría ayudarnos a 
entender los fenómenos de adaptación de los 





















Al comienzo de esta Tesis se habían descrito varios factores celulares asociados a la 
polimerasa viral mediante ensayos de doble híbrido, y ensayos de fraccionamiento bioquímico 
y complementación in vitro. Sin embargo no se había realizado un estudio más genérico que 
permitiera la identificación de complejos celulares asociados a la polimerasa viral in vivo. Por 
tanto nos propusimos realizar un abordaje experimental que permitiera una identificación 
exhaustiva de factores celulares asociados al complejo viral, así como la caracterización de los 
complejos intracelulares formados por la polimerasa del virus de la gripe. Para muchos virus que 
contienen RNA la máxima eficacia biológica de sus complejos de replicación se obtiene mediante 
la oligomerización y la complementación intragénica de dichos complejos. Sin embargo no se 
habían descrito estos fenómenos en el ciclo viral de gripe. 
Con estos antecedentes el Objetivo general de esta Tesis fue la caracterización de los complejos 
intracelulares formados por la RNA polimerasa dependiente de RNA del virus de la gripe. En este 
contexto, nos propusimos los siguientes Objetivos concretos:
Interacción con factores celulares:
1. Análisis de los factores celulares asociados a la polimerasa viral recombinante.
2. Estudio de la relevancia funcional de la interacción de la polimerasa viral con factores 
celulares.
3. Análisis de los factores celulares asociados a la subunidad PB2 de la polimerasa del  virus de 
la gripe.
Interacción de proteínas virales:
4. Análisis de la oligomerización de la polimerasa viral recombinante.
5. Estudio de la relevancia funcional de los fenómenos de oligomerización de la polimerasa 



















1. Líneas celulares eucariotas 
-  HEK293T: células embrionarias de riñón 
humano (Graham et al, 1977) cedidas por T. 
Zürcher y J.C. de la Torre.
- HeLa: células de carcinoma humano, 
obtenidas de la ATCC.
- A549: células epiteliales de carcinoma de 
pulmón humano (Giard et al, 1973) cedidas 
por JA. Melero.
- MDCK: células de riñón de perro (Madin 
& Darby, 1958) cedidas por T. Zürcher y 
obtenidas de ATCC.
2. Estirpes bacterianas
- E. coli DH5∝: cepa utilizada para la 
amplificación de todos los plásmidos.
3. Virus




, virus de gripe recombinante 
adaptado a ratón cedido por G. Brownlee.
- vTF7-3, virus vaccinia recombinante que 
expresa la polimerasa del fago T7 (Fuerst et 
al, 1987), cedido por B. Moss.
4. Plásmidos
- pCMVPB1, pCMVPB2, pCMVPA, pCMVNP, 
que contienen los cDNAs de las subunidades 
de la polimerasa y NP de la cepa Vic, bajo el 
promotor CMV de la polimerasa II celular. 
Fueron construidos y cedidos por J. Ortega 
(Falcon et al, 2004; Mena et al, 1994).
- pCMVPB2HIS, que contiene el cDNA de la 
subunidad de PB2 con una etiqueta de poli-
histidinas, fue clonado y cedido por R. Coloma 
(Guilligay et al, 2008).
- pGPB1, pGPB2, pGPB2HIS, pGPA, pGNP, 
que contienen los cDNAs de las subunidades 
de la polimerasa y NP de la cepa Vic, bajo el 
promotor de la polimerasa del fago T7, han 
sido descritos previamente (Gastaminza et al, 
2003; Mena et al, 1994).
- pGPB1TAP, pGPB2TAP y pGPATAP, que 
contienen el cDNA de las subunidades PB1, 
PB2 y PA respectivamente con la etiqueta 
“tandem-affinity-purification” (TAP), han sido 
construidos y cedidos por E. Area (Area et al, 
2004; Jorba et al, 2008a).
- pGPB2-256TAP, que contiene el cDNA de 
un mutante de deleción de la subunidad PB2 
con la etiqueta TAP, fue construido y cedido 
por E. Torreira (Jorba et al, 2008b).
- pGPB2GGuaTAP,  pGPB2VnTAP y 
pGPB2ThTAP, que contienen el cDNA de la 
subunidad PB2 de distintas cepas virales con 
la etiqueta TAP, fueron generados y cedidos 
por P. Resa-Infante (Resa-Infante, 2008).
- pHH clon 23, que contiene el vRNA de 
248 nucleótidos bajo el promotor de la RNA 
polimerasa I, fue construido y cedido por R. 
Coloma.
- pHH CAT, que contiene el vRNA del gen CAT 
con los extremos no traducidos del gen NS, 
en polaridad negativa, bajo el promotor de la 















- pT7NSCATRT, que contiene el vRNA del gen 
CAT con los extremos no traducidos del gen 
NS, en polaridad negativa, bajo el promotor 
de la polimerasa T7, fue descrito previamente 
(Perales et al, 2000).
- pSRPURO-TM, que contiene la secuencia 
de silenciamiento para Thermotoga maritimia, 
fue construido y cedido por R. Alfonso-Dunn.
5. Anticuerpos
Los anticuerpos primarios utilizados fueron 
los siguientes:
- PB1-J/K: suero policlonal generado por 
inmunización de conejos con la proteína PB1, 
generado y cedido por N. Zamarreño.
- PB2 y PA: anticuerpos monoclonales que 
reconocen la proteínas PB2 y PA, han sido 
descritos previamente (Bárcena et al, 1994; 
Ochoa et al, 1995).
- NP: suero policlonal generado por 
inmunización de conejos con la proteína NP, 
generado y cedido por N. Zamarreño. 
- M1-M2: anticuerpo monoclonal de ratón 
dirigido frente a un epítopo amino-terminal 
común para las proteínas M1 y M2. Fue cedido 
por A. García-Sastre (Salvatore et al, 2002).
- SFPQ/PSF: anticuerpo monoclonal que 
reconoce el factor celular SFPQ, fue adquirido 
a Abcam (ab11825).
- hnRNP M1-4: anticuerpo monoclonal que 
reconoce las distintas isoformas de hnRNPM, 
fue adquirido a Santa Cruz (sc-20002).
- DDX3: suero policlonal generado por 
inmunización  de conejos con el péptido 
DGYGGNYNSQGVDWNGN de la proteína 
DDX3 acoplado a KLH. La especificidad de los 
anticuerpos fue analizada por un ensayo de 
competición con el péptido soluble y análisis 
por inmunofluorescencia (Jorba et al, 2008b).
- DDX5: anticuerpo policlonal que reconoce 
la proteína celular DDX5, fue adquirido a 
Abcam (ab10261).
- 8WG16: anticuerpo monoclonal que 
reconoce la RNAPII, fue adquirido a Covance.
- GAPDH: anticuerpo policlonal que reconoce 
la proteína celular GAPDH, fue adquirido a 
Abcam (ab9485).
- Importina α1: anticuerpo monoclonal que 
reconoce la proteína celular importina α1, fue 
adquirido a BD Laboratorios (610485).
- Importina α5: anticuerpo policlonal que 
reconoce la proteína celular importina α5, fue 
adquirido a Abnova (H00003836-A02).
- Importina α5-7: anticuerpo monoclonal 
que reconoce las proteínas celulares importina 
α5 y 7, fue adquirido a Sigma (I9908).
- Actina: anticuerpo policlonal que reconoce 
la proteína celular actina,  fue adquirido a 
Abcam (ab8227).
- HA: anticuerpo monoclonal que reconoce 
el epítopo de hemaglutinina (HA), fue obtenido 
de Covance (MMS-101P).
- His: anticuerpo monoclonal que reconoce 
secuencias de polihistidinas, fue obtenido de 
Sigma (A7058).
- CBD: anticuerpo policlonal que reconoce 
el calmodulin-binding-site (CBD), fue obtenido 
de Upstate (#07-482).
Los anticuerpos secundarios utilizados para 















- cabra anti ratón unido a peroxidasa de 
rábano
- cabra anti conejo unido a peroxidasa de 
rábano
- conejo anti rata unido a peroxidasa de 
rábano
- ratón anti cabra unido a peroxidasa de 
rábano
Los anticuerpos secundarios utilizados 
para Inmunofluorescencia se obtuvieron de 
Invitrogen y fueron:
- cabra anti conejo y mono anti conejo 
unidos a Alexa 488
- cabra anti ratón, mono anti ratón, cabra 
anti conejo y mono anti cabra unidos a Alexa 
594
MÉTODOS
1. Manipulación de DNA y 
clonajes
1.1 Clonaje de los plásmidos 
pCMVPB2HIS-R142A, pCMVPB2HIS-
F130A
Se partió de los plásmidos originales 
pGEMPB2-R142A y pGEMPB2-F130A descritos 
anteriormente (Gastaminza et al, 2003), que 
contienen el cDNA de la subunidad PB2 con 
distintas mutaciones puntuales que afectan a 
la replicación viral. Se digirieron los plásmidos 
con las enzimas de restricción PflMI y XmaI. Se 
purificaron los fragmentos correspondientes 
junto con los fragmentos equivalentes 
provenientes de la digestión del plásmido 
pCMVPB2HIS y se procedió a su ligación. Las 
condiciones de restricción y aislamiento del 
DNA, así como las de ligación y transformación 
en células E. coli DH5α, han sido descritas 
previamente (Sambrook, 1989).
1.2 Clonaje de los plásmidos 
pCMVPB2-E361A, pCMVPB2-H361A, 
pCMVPB2-K376A, pCMVPB3-F404A
Se hizo un abordaje paralelo al anterior. Se 
partió de los plásmidos pCMVPB2HIS-E361A, 
pCMVPB2HIS-H361A, pCMVPB2HIS-K376A, 
pGEMPB2HIS-F404A descritos anteriormente 
(Guilligay et al, 2008), que contienen el cDNA 
de la subunidad PB2 con distintas mutaciones 
que afectan a la transcripción viral. Se 
transfirió la secuencia de las proteínas desde 
los plásmidos pCMVPB2HIS a los plásmidos 
pCMVPB2 mediante la digestión con las 
enzimas de restricción XmaI y NsiI.
1.3. Clonaje del plásmido pCDNAHAst-
NXP2
Para realizar el clonaje del gen de la proteína 
NXP2 se generó el plásmido pCDNAHA-
stuffer.
1.3.1 Clonaje del plásmido pCDNAHA-stuffer
Se generó un fragmento llamado stuffer 
a partir del anillamiento dos oligos de DNA 
(Tabla M1) que contiene múltiples dianas de 
restricción. El anillamiento de los dos oligos 
generó directamente los extremos de las 
dianas de restricción de las enzimas XhoI y 
XbaI. Se digirió el plásmido pCDNAHA con las 
enzimas de restricción XhoI y XbaI y se ligaron 
ambos fragmentos para generar el plásmido 





Tabla M1. Oligonucleótidos utilizados para generar 














añadieron las dianas de restricción NotI, KpnI 
y BstEII al plásmido original. 
1.3.2 Obtención del cDNA del gen NXP2
Se extrajo el RNA total de células HEK293T 
mediante  el reactivo ULTRASPEC RNA Isolation 
Reagent (Biotecx) siguiendo el protocolo 
del fabricante. Se obtuvo el cDNA de NXP2 
por amplificación del gen mediante RT-PCR 
(TITAN) con los oligos específicos 5´NXP2 y 
3´NXP2 (Tabla M2). Para introducir las dianas 
de restricción necesarias para el clonaje se 
realizó una PCR anillada (LONG EXPAND) con 
oligos que contenían dichas dianas, NXXHO y 
NXXBA (Tabla M2), y se rellenaron los extremos 
por incubación con el fragmento Klenow de la 
DNA polimerasa I.  De este modo se obtuvo el 
cDNA de NXP2 con las dianas de restricción de 
XhoI y XbaI en sus extremos.
1.3.3. Clonaje del plásmido pGEM-NXP2
Para facilitar el clonaje de NXP2 se realizó 
un subclonaje de la secuencia del gen en el 
plásmido pGEM3. Se digirió el plásmido con la 
enzima de restricción SmaI y posteriormente 
se ligó el cDNA de NXP2, lo que dio lugar al 
plásmido pGEM-NXP2.
1.3.4. Clonaje del plásmido pCDNAHAst-
NXP2
Para la obtención del fragmento que 
contiene el cDNA de NXP2 se digirió el plásmido 
pGEM-NXP2 con las enzimas de restricción 
PvuI y XbaI. Se rellenaron los extremos 
mediante la incubación con la enzima Klenow 
y posteriormente se digirió el fragmento con 
XhoI. Este inserto se ligó con el producto de 
la digestión del plásmido pCDNAHAstuffer con 
las enzimas XbaI y XhoI. Finalmente se obtuvo 
el plásmido pCDNAHAst-NXP2.
1.4 Clonaje de los plásmidos 
pSRPURO-stuffer, pSRPURO-DDX3, 
pSRPURO-Tm
Para facilitar el clonaje de secuencias de 
silenciamiento en el plásmido pSuperRetro-
Puromicina (pSRpuro, Oligoengine), se clonó 
una secuencia adaptadora (stuffer) en el 
plásmido. 
1.4.1 Clonaje del plásmido pSRPURO-stuffer
La secuencia adaptadora (stuffer) fue 
obtenida del plásmido pSR-GFP/neo. Se 
cortaron los plásmidos pSR-GFP/neo y 
pSRpuro (Oligoengine) con las enzimas de 
restricción BglII y HindIII. La secuencia stuffer 
fue ligada al plásmido pSRpuro para dar lugar 
al pSRPURO-stuffer.
1.4.2 Clonaje del plásmido pSRPURO-DDX3 
Las secuencias de silenciamiento  de DDX3 
fueron diseñadas con el programa Dharmacon, 
fueron sintetizadas y los oligos se anillaron 
siguiendo las instrucciones de Oligoengine. 
La secuencias se muestran el la Tabla M3. 
Se digirió el plásmido con las enzimas BglII 
5´CCTGGCTTTGTAGCTCGCTCAAG 3´5´NXP2
5´GCAAATAATTTATCTTACATAACATATACT 3´3´NXP2
 Tabla M2. Oligonucleótidos utilizados para realizar 



















y HindIII, el vector se purificó de banda y se 
ligó con los oligos que ya tenían los extremos 
correctos tras el anillamiento. De este modo 
se generó el plásmido pSRpuro-DDX3.
 2. ManIpulación de RNA
2.1 Aislamiento de RNA de RNPs 
purificadas
Tras la reconstitución y purificación de RNPs 
recombinantes (apartado 8) se aisló su RNA. 
Se incubaron las tres primeras eluciones de la 
purificación durante 1 hora a 37ºC con RNA de 
levadura (100ng/µl), proteinasa K (0,2mg/ml), 
0,5% SDS y TNE. A continuación se fenolizaron 
las muestras tres veces y se precipitaron 
con 2,5 volúmenes de etanol absoluto y TNE 
durante dos horas a -20ºC. Tras dos lavados 
con etanol al 70%, los precipitados se secaron 





Los RNAs purificados se mezclaron con 
un buffer desnaturalizante (10X SSC, 7,5% 
formaldehído preparado en H
2
O DEPC). Se 
analizó 1/30 del RNA aislado procedente de 
la reconstitución de RNPs en 107 células, el 
plásmido pHHclon23 como control positivo 
y RNA de levadura como control negativo. 
Todas las muestras se saturaron con 10µg 
de RNA de levadura. Una vez hervidas las 
muestras durante 3 minutos, se fijaron en 
un filtro de nylon y se hibridaron con sondas 
específicas para cada caso. La preparación 
de las ribosondas se explica en el siguiente 
apartado.
Para la hibridación se incubó el filtro en 
agitación durante 1 hora a 37ºC en un buffer 
de prehibridación (6X SSC, 0,5% SDS, 5X 
Denhardt, 40% formamida desionizada y 
75µg/ml DNAss en H
2
O DEPC). Posteriormente 
se desnaturalizó la sonda mediante su 
incubación a 100ºC durante 3 minutos y se 
añadió al buffer de prehibridación. Se incubó 
la membrana con la ribosonda toda la noche 
a 37ºC y posteriormente se realizaron lavados 
seriados. Se llevaron a cabo dos lavados a 
65ºC durante 30 minutos con un tampón que 
contenía 1X SSC y 0,1% SDS preparado en H
2
O 
DEPC. Posteriormente se realizaron 2 lavados 
más en las mismas condiciones con un buffer 
que contenía 0,1X SSC y 0,1% SDS preparado 
en H
2
O DEPC. Se analizó el resultado mediante 
la exposición de pantallas a la membrana 
y la radiactividad se detectó mediante el 
Phosphorimager y se cuantificó mediante el 
programa ImageQuant. 
2.3. Obtención de ribosondas para la 
detección de RNA
2.3.1 Preparación del molde para la ribosonda 
del pseudo-genoma viral clon23
Se linearizó el plásmido pHH clon23 con 
la enzima de restricción ApaI y mediante la 
incubación de la reacción toda la noche a 
30ºC. El plásmido linearizado se utilizó para 
la amplificación por PCR el fragmento de 
249nt correspondientes a la secuencia del 
clon23. Se utilizaron los oligonucleótidos 
NS-T3-vRNA y NS-SP6-mRNA (Tabla M4) y 
las siguientes condiciones de la PCR: 94ºC 5 
min, 94ºC 30 segundos, 55ºC 30 segundos, 
72ºC 30 segundos, 72ºC 7 min, 30 ciclos de 
5’ AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC ATA GTC CAG ATC 
CAT CGG ACC GTA GTA GAA ACA AGG GTG TTT TT 3 
5’ ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAC ATA GTC CAG ATC 
CAT CGG ACC GTA GCA AAA GCA GGG TGA CAA 3´
Tabla M4. Oligonucleótidos utilizados para la amplicación 
















amplificación. El producto de PCR se purificó 
mediante fenolización. La fase acuosa se 
purificó mediante las columnas S300 y el 
eluido se precipitó mediante la incubación 
durante 2 horas a -20ºC  en presencia de TNE 
y 2,5 volúmenes de etanol absoluto. Tras dos 
lavados con etanol al 70% se resuspendió el 
molde de DNA en 50µl de H
2
O DEPC
2.3.2 Transcripción in vitro de las ribosondas
La transcripción in vitro de ribosondas 
marcadas radiactivamente se llevó a cabo 
usando el molde de DNA descrito en el 
apartado anterior. Para la detección de los 
vRNAs se utilizó la ribosonda generada con 
la polimerasa SP6, y para la detección de los 
cRNAs se utilizó la generada con la polimerasa 
T3.
La reacción de transcripción se realizó a 
37ºC durante 2 horas. Se incubó 300ng de 
molde de DNA en el buffer de transcripción 
(buffer de transcripción 1X comercial, 0,2U/
µl RNAsin, 0,5mM de una mezcla de ATP, UTP 
y CTP, 10µM GTP, 5U/µl de SP6 o T3 y 25µCi 
α32P-GTP (400mCi/pmol)).
2.3.3 Purificación y análisis de las ribosondas
Las ribosondas generadas se sometieron 
a un tratamiento con 10 unidades de DNAsa 
libre de RNasas durante 1 hora a 37ºC. 
Posteriormente se fenolizaron y se purificaron 
a través de columnas preparadas con la 
resina Sephadex G50-80 (Sigma) y saturadas 
con 100µg de RNA de levadura. La cantidad 
de radiactividad incorporada se midió en 
un contador de centelleo Wallac 1410 y se 
confirmó la integridad y tamaño de la sonda 
por electroforesis en geles de acrilamida 4%-
6M urea. Finalmente se hibridó la sonda con 
una concentración aproximada de 106 cpm/
ml en las condiciones que se describen en el 
apartado 2.2. 
3. Manipulación de cultivos 
celulares
3.1 Mantenimiento de cultivos 
celulares
Las líneas celulares HEK293T, A549 y HeLa 
se cultivaron en Dulbecco´s modified eagle´s 
medium (DMEM) suplementado con suero 
fetal bovino (FBS) al 10% y aminoácidos no 
esenciales. Las línea celular MDCK se cultivó 
en DMEM suplementado con aminoácidos no 
esenciales y con FBS al 5%. Para la tripsinización 
de las líneas celulares A549, HeLa y MDCK se 
utilizó Tripsina-EDTA mientras que para la línea 
HEK293T se diluyó la solución al 10%. Todas 
las líneas celulares se mantuvieron a 37ºC y 




3.2.1 Fosfato cálcico  
La transfección con fosfato cálcico se 
realizó en cultivos subconfluentes de 
células HEK293T según el protocolo descrito 
(Wigler et al, 1979).  Brevemente, para la 
transfección de 1.107 células se mezclaron 10-
20µg de DNA en 500µl de CaCl
2
 y la mezcla 
se añadió gota a gota sobre 500µl de HBS y 
se incubó durante 1 minuto. Posteriormente 
se añadió sobre el cultivo celular gota a gota 
y se incubó a 37ºC durante 24 horas. Si la 
finalidad del experimento era realizar una 
inmunofluorescencia,  se cultivaron las células 
sobre cubreobjetos tratados con polilisina 
(Sigma) a una concentración de 100µg/ml 
durante 30 minutos a 37ºC.
El fosfato cálcico también fue utilizado 
para la transfección de RNPs recombinantes 
purificadas (apartado 8). La técnica es la 
misma, pero las mezclas se realizaron con 














3.2.2 Infección con vTF7-3 y transfección con 
fosfato cálcico
Para la expresión de plásmidos que contenían 
genes bajo el promotor de la polimerasa T7 se 
llevó a cabo una infección con el virus vTF7-3 
y una posterior transfección. Los cultivos 
celulares se infectaron con el virus a una 
multiplicidad de 10 UFP (unidades formadoras 
de placa) por célula (UFP/célula). Tras la 
adsorción del virus durante 1 hora a 37ºC, se 
cotransfectaron las células con una mezcla de 
los plásmidos con fosfato cálcico. El medio de 
cultivo se suplementó desde el momento de 
la transfección con arabinósido de citosina 
(AraC) a 50µg/ml para inhibir la replicación 
del virus vaccinia empleado.
3.2.3 Lipofectamina 2000
Para la transfección de pequeñas moléculas 
de siRNA (small interfering RNA) se llevó 
cabo la transfección con Lipofectamine 2000 
(Invitrogen) que se describe en el siguiente 
apartado.
4. Silenciamiento génico
Se ha llevado a cabo el silenciamiento génico 
mediante dos aproximaciones distintas, pero 
en ambas se han sido necesarias 72 o 96 
horas de tratamiento para ver un descenso de 
la acumulación de las proteínas celulares.
4.1 Silenciamiento mediante el 
plásmido pSRPURO
El plásmido pRSpuro contiene el gen que 
confiere resistencia al antibiótico  puromicina 
lo que permite llevar a cabo una selección de 
las células que hayan recibido el plásmido. 
Se transfectaron 107 células HEK293T con 
10µg de plásmido y a las 48 horas post-
transfección se incubaron las células con 2µg/
µl de puromicina (Figura M1) y se incubaron 
durante 48 horas más.
4.2 Silenciamiento mediante siRNA
Para el silenciamiento génico en la línea 
celular A549 se siguió el siguiente protocolo. 
Se sembraron  2.105 células en una placa M24, 
para que al día siguiente estuvieran entre el 
60 y el 80%  de confluencia. Se realizó una 
primera transfección. Para ello se incubaron 
1,5µl de Lipofectamina en un volumen final de 
50µl de OPTIMEM (Invitrogen) a temperatura 
Figura M1. Estrategia de silenciamiento génico con shRNAs. Se transfectó la línea celular HEK293T con los plás-
midos pSRpuro-DDX3 o pSRpuro-TM. A las 48 horas post-transfección se añadió al medio de cultivo 2µg/ml de 
puromicina para la selección de células transfectadas y se mantuvo hasta las 96 horas post-transfección. 
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ambiente (TA) durante 15 minutos. Esta 
preparación se mezcló con 50µl de OPTIMEM 
que contenían 2,5 µl de siRNA 20µM (para 
tener una concentración final en la placa de 
cultivo de 100nM de siRNA) y se incubó a TA 
durante 15 minutos más. Finalmente la mezcla 
de transfección se añadió sobre el cultivo con 
400µl de DMEM-10%FBS  y se incubó durante 
6 horas a  37ºC. Se retiró el medio con la 
solución de transfección y se dividió el cultivo 
en dos placas M24. A las 24 post-transfección 
se realizó una segunda trasfección. Después 
de la incubación de 6 horas las células se 
dividieron de nuevo en dos placas M24. A las 
48 horas post-transfección se dividieron las 
células en dos placas M24 y se incubaron hasta 
las 72 horas post-transfección (Figura M2).
Para la transfección de HEK293T se siguió 
la misma aproximación pero con algunos 
cambios: se sembraron 4.105 células, se 
utilizaron 2µl de Lipofectamine por placa 
M24 y 3,75µl de siRNA 20µM (para tener una 
concentración final en la placa de cultivo de 
150nM de siRNA). Finalmente, los cultivos se 
mantuvieron con DMEM-1%FBS.
Los siRNAs fueron adquiridos a Ambion. Los 
siRNAs de hnRNPM, SFPQ, GAPDH y del Control 
negativo fueron diseñados por Ambion y los de 
DDX5 y DDX3 fueron solamente sintetizados 
por la casa comercial. La secuencia se DDX3 
se diseñó con el programa Dharmacon 
y la secuencia de DDX5 ha sido descrita 
previamente (Jalal et al, 2007). Los RNAs se 













No facilitada por la casa comercialref. AM4633GAPDH
No facilitada por la casa comercialref. AM4611CTRL-
Proteína Referencia Secuencia
Figura M2. Estrategia de silenciamiento génico con siRNAs. Distintos siRNAs se transfectaron en la línea celular 
A549 con Lipofectamine2000. Se utilizó una concentración final en el cultivo celular de 100nM siRNA. A las 6 horas 
post-transfección (hpt) se lavaron los cultivos y se subcultivaron en dos nuevas placas. Tras 24 hpt se repitió la 
transfección de siRNAs y a las 6 hpt se subcultivaron. A las 48 hpt se subcultivaron en las placas necesarias y se 
incubaron 24 horas más. Finalmente, tras 72 hpt se realizaron los ensayos biológicos.
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O a una concentración 
de 100µM. Los siRNAs que dieron lugar a un 
silenciamiento génico de como mínimo un 
60% se muestran en la Tabla M4:
5. Técnicas virológicas
5.1 Infecciones
Las infecciones con las distintas cepas de 
virus se realizaron a una multiplicidad de 
infección (mdi) de 10 (alta multiplicidad) 
unidades formadoras de placa por célula (UFP/
célula) o 10-3 UFP/célula (baja multiplicidad), 
según se indique en cada experimento. Todas 
las infecciones se realizaron sobre monocapas 
de células confluentes y subcultivadas el día 
anterior. Los inóculos de virus se prepararon 
en tampón PBS completo (PBSc) suplementado 
con 5µg/ml de seroalbúmina bovina (BSA), en 
el caso de los virus de gripe, o en DMEM en 
el caso del virus vTF7-3. Se retiró el medio de 
cultivo de las células, se realizó un lavado con 
PBSc y se añadió el inóculo viral. Se mantuvo 
el inóculo durante 1 hora a TA en el caso de 
los virus de gripe y a 37ºC en el caso del virus 
vaccinia para que tuviera lugar la adsorción. 
Tras la hora de incubación se retiró el inóculo 
de virus y se incubaron las células con DMEM 
al porcentaje de FBS que correspondiera para 
cada tipo celular. En los experimentos de 
baja multiplicidad con la cepa Vic de gripe se 
suplementó el medio con 2,5 µg/ml de tripsina 
y se omitió el FBS. En el caso de infección con 
la cepa Vic en la línea celular A549 se realizó 
con 1,25µg/ml de tripsina.
5.2 Generación de stocks de virus
Se infectaron monocapas de células MDCK 
a baja mdi (10-3 o 10-4 UFP/célula). Tras 36-60 
horas de incubación a 37ºC y cuando el efecto 
citopático observado alcanzó el 50% de la 
monocapa, se recogieron los sobrenadantes 
de los cultivos celulares. Se centrifugaron 
durante 5 minutos a 4ºC y 2500 rpm para 
retirar deshechos celulares y se guardaron 
congelados a -80ºC.
5.3 Titulación de virus mediante 
ensayo en placa
Se infectaron monocapas de células MDCK 
con diluciones decimales seriadas de virus 
preparadas en tampón PBSc suplementado 
con 5µg/ml BSA y se incubaron durante un 
mínimo de 48 horas a 37ºC en un medio 
semisólido que contenía DMEM, 0,7% agar, 
1% DEAE-dextrano y 2,5µg/ml de tripsina (en 
el caso de virus Victoria). Cuando las placas de 
virus resultaron visibles, las células se fijaron 
con 10% formaldehído, se tiñeron con una 
solución de cristal violeta y se hizo un recuento 
de las placas. Para el cálculo del título viral se 
utilizó la siguiente fórmula:
TÍTULO= (Nº de placas * 1/Factor de dilución)  * 
 (1/Volumen del inóculo vírico (ml))
5.4 Curvas de crecimiento
Se infectaron monocapas de células 
HEK293T ó A549 a la multiplicidad especificada 
en cada experimento y se recogieron alícuotas 
del sobrenadante a distintos tiempos 
post-infección. Posteriormente se analizó 
la infectividad de dichos sobrenadantes 
mediante de titulación por ensayo de placa. 
En los casos señalados se llevaron en paralelo 
triplicados de cada punto de la cinética viral. 
Se recogió el sobrenadante de cada réplica y 
se preparó una mezcla con el sobrenadante de 
los triplicados. La mezcla es la muestra de la 














6. Análisis de proteínas
6.1 Marcaje metabólico in vivo de 
proteínas virales
El marcaje in vivo de proteínas virales se 
llevó a cabo según el protocolo previamente 
descrito (Zurcher et al, 2000). Brevemente, 
tras 72 horas de silenciamiento génico 
las células fueron infectadas a alta mdi. A 
distintos tiempos post-infección se lavaron 
las células y se incubaron durante 30 minutos 
en medio DMEM carente de los aminoácidos 
metionina y cisteína. A continuación se 
trataron las células durante 1 hora con el 
mismo medio suplementado con 35S-Met/Cys 
(200µCi/ml). Tras el marcaje, se recogieron los 
extractos totales en tampón PBSc, se realizó 
un tratamiento de deglicosilación (descrito 
en el apartado siguiente) y se analizaron por 
electroforesis en geles de poliacrilamida y 
autoradiografía.
6.2 Deglicosilación de proteínas en 
extractos celulares
Tras el marcaje in vivo de proteínas virales 
se realizó un tratamiento de deglicosilación. 
Se recogieron las células en tampón PBSc 
y se prepararon extractos en tampón TNE- 
1%Igepal-CA-630. Se añadió un tampón 
denominado Glycoprotein Denaturing Buffer 
(New England Biolabs) y se desnaturalizaron las 
muestras hirviéndolas durante 10 minutos. Se 
incubaron los extractos con la enzima PNGase 
F (New England Biolabs) durante 3 horas a 
37ºC según las indicaciones del fabricante.
6.3 Inmunofluorescencia
Se prepararon cultivos de HEK293T o A546 
sobre cristales de 10 mm de diámetro. Tras su 
infección o transfección, las células se lavaron 
con PBSc, se fijaron durante 20 minutos con 
formaldehído al 3% a TA y se permeabilizaron 
con 0,5% Tritón-X-100 durante 5 minutos. Las 
células se bloquearon con PBS 3% BSA o con 
BLOTO (PBS- 0,5% Tween 20- 20% FBS) y se 
incubaron durante 1 hora a TA con anticuerpos 
primarios. Tras realizar 3 lavados con PBS 
se incubaron las células con anticuerpos 
secundarios marcados con fluoróforos durante 
1 hora a TA y en oscuridad. Finalmente las 
células se lavaron con PBS y las preparaciones 
se montaron con ProLong (Invitrogen). Las 
imágenes se analizaron en un microscopio de 
fluorescencia Zeiss Axiophot 200 equipado 
con una unidad confocal BioRad Radiance 
2100. Se obtuvieron secciones ópticas cada 
0,2 o 0,3µm  utilizando el software LaserSharp 
v5.0 (BioRad) y las imágenes s procesaron con 
el programa LaserPix v4 (BioRad).
La tinción del DNA de los núcleos celulares 
se realizó con dos reactivos distintos: DAPI 
(visible con rojo lejano) o TopRo (visible con 
azul). Los anticuerpos primarios utilizados en 
los distintos experimentos se resumen en la 
Tabla M6.
6.4 Western Blot
El análisis de proteínas se realizó mediante 
su separación por electroforesis en geles de 
poliacrilamida-SDS del porcentaje adecuado 
y transferencia a membranas de Immobilon 
(Millipore). Los filtros se bloquearon con una 
solución de BSA al 3% en PBS previamente a 
su incubación con anticuerpos específicos. 
Tabla M6. Relación de anticuerpos utilizados 























Los anticuerpos primarios se prepararon en 
una solución de PBS-0,1% BSA. Las diluciones 
de los anticuerpos utilizados se resumen en 
la Tabla M7. Se incubaron las membranas 
durante una hora a TA y tras 3 lavados con 
PBS-0,25%Tween 20 se incubaron con los 
anticuerpos secundarios preparados en PBS-
0,05%Tween 20. El análisis de la señal en los 
filtros se detectó mediante reacciones de 
quimioluminiscencia (Amersham).
6.5 Tinción de geles de acrilamida
6.5.1 Tinción de plata
Los geles de poliacrilamida-SDS se fijaron 
con 25% etanol y 10% ácido acético durante 
1 hora a TA. Los geles fijados se trataron 3 
minutos con 1% ácido nítrico y posteriormente 
se incubaron 30 minutos con una solución 
sensibilizante (5% w/v tiosulfato sódico- 0,5M 
acetato sódico- 30% etanol). Tras 3 lavados 
de 5 minutos con agua, los geles se incubaron 
con 0,25% nitrato de plata y se lavaron dos 
veces con agua durante 1 minuto. Los geles se 
revelaron mediante una reducción con 2,96% 
carbonato sódico y formaldehído al 0,03%. 
Tras el revelado, se paró la reacción con 10% 
ácido acético.
6.5.2 Tinción con PageBlue
Los geles de poliacrilamida-SDS se fijaron con 
25% isopropanol y 10% ácido acético durante 
1 hora a TA. Tras 3 lavados de 10 minutos 
con agua se incubaron los geles con 20ml de 
PageBlue (Fermentas) durante 1 hora. Para la 
visualización de las bandas de realizaron como 
mínimo 3 lavados con agua.
7. Expresión y purificación de 
complejos de polimerasa viral 
recombinantes
7.1 Expresión de complejos de 
polimerasa TAP
La reconstitución del complejo de polimerasa 
viral recombinante con la etiqueta TAP se 
llevó a cabo en la línea celular HEK293T. Se 
infectaron cultivos de 3.107 células en placas 
de 150mm con el virus vaccina recombinante 
vTF7-3 y posteriormente se transfectaron 
como se ha descrito en el apartado 2.2.2. Para 
ello se utilizó una mezcla de plásmidos que 
Tabla M7. Relación de anticuerpos utilizados 
        en ensayos de Western Blot.
Anticuerpo Procedencia Dilución
PB1 Conejo 1:1000
PB2 (20C /22A) Ratón 1:50 a 1:200 c.u











Importina α1 Ratón 1:500
Importina α5 1:500





Anti ratón Cabra 1:3000




















codificaban las subunidades de la polimerasa, 
9µg de pGPB1, 9µg de pGPB2 y 1,8µg de 
pGPA. Dependiendo del experimento, los 
plásmidos que generaban las copias silvestres 
de las subunidades fueron substituidos o co-
transfectados con los que expresaban las 
subunidades con la etiqueta TAP, y en algún 
caso con la etiqueta His. Tras 16-18 horas de 
incubación a 37ºC se recogieron los extractos 
como se describe a continuación (Figura M3).
7.2 Purificación de complejos de 
polimerasa TAP
7.2.1 Obtención de los extractos celulares
El protocolo de extracción ha sido descrito 
previamente (Ortega et al, 2000). Las células 
infectadas y transfectadas en placas de 150mm 
se recogieron en PBS y se centrifugaron 
durante 5 minutos a 2500 rpm a 4ºC. Tras un 
lavado con PBS se resuspendieron en 750µl de 
tampón de lisis AT (100mM Tris-HCl pH8-1mM 
EDTA pH8-7,5mM sulfato amónico pH7.9-
0,025% Igepal CA-630) suplementado con 
inhibidores de proteasas (Roche) y 50µg/ml de 
RNAsa A. Tras una incubación de 2 horas a 0ºC 
con agitación de la mezcla cada 20 minutos 
con vórtex, se llevó a cabo la clarificación 
del extracto por centrifugación a 12.000 rpm 
durante 10 minutos a 4ºC. Finalmente se 
recogió el sobrenadante y se procesó según 
cada caso.
7.2.2 Purificación de la polimerasa viral 
recombinante TAP
Los extractos celulares se llevaron hasta una 
concentración final de 150mM cloruro sódico 
y 0,5% de Igepal CA-630. Se diluyó 10 veces 
el extracto con el tampón IPP150 (10mM Tris-
HCl pH8-150mM cloruro sódico-0,5% Igepal 
CA-630), se suplementó con inhibidores de 
proteasas (Roche) y se incubó durante 16-
24 horas a 4ºC con resina IgG-Sepharose 
(Amersham-Pharmacia). Se añadieron 
50µl de cama previamente equilibrada con 
tampón IPP150 por cada 3.107 células. Se 
lavó la resina con 50 volúmenes de tampón 
IPP150 en columna con vacío muy lento. Del 
mismo modo se equilibró con 25 volúmenes 
de tampón de corte de la proteasa TEV 
(10mM Tris-HCl pH8-150mM cloruro sódico-
0,5% Igepal CA-630-0,5mM EDTA pH8-1mM 
DTT) y se incubó la resina con la proteasa 
TEV, según las indicaciones del fabricante 
(Invitrogen), durante 3 horas a TA. Se 
recuperó el sobrenadante y se llevó hasta una 
concentración final de 2mM CaCl2. Se hicieron 
6 lavados de 2 volúmenes de tampón de unión 
a calmodulina, CBB (10mM ßmercaptoetanol-
10mM Tris-HCl pH8-150mM cloruro sódico-
0,5% Igepal CA-630-1mM acetato magnésico-
2mM cloruro cálcico-1mM imidazol), para 
recuperar todo el complejo eluido. Finalmente 





Figura M3. Sistema de reconstitución de polime-
rasa viral recombinante. Se infectó la línea celular 
HEK293T con el virus Vaccinia recombinante (vTF7-3) 
que expresa de forma constitutiva la RNA polimerasa 
del fago T7. Posteriormente las células fueron trans-
fectadas con los plásmidos de contienen el cDNA de 
las subunidades PB1, PB2 y PA bajo el promotor de la 














de calmodulina-agarosa (Stratagene) en CBB, 
previamente equilibrada en el mismo tampón, 
durante 16-20 horas a 4ºC. Tras un lavado con 
100 volúmenes de CBB en columna y vacío 
muy lento se eluyó el material unido con 
tampón de elución (10mM ßmercaptoetanol-
10mM Tris-HCl pH8-150mM cloruro sódico-
0,5% Igepal CA-630-1mM acetato magnésico-
2mM EGTA-1mM imidazol). Se realizaron 
sucesivas eluciones con 1 volumen de resina. 
Tras 1 minuto de incubación con el tampón 
de elución se centrifugó a 3000rpm y las 
muestras se guardaron a 0ºC. Para algunos 
experimentos los tampones se prepararon 
con 0,1% de Igepal CA-630.
7.3 Cromatografía de exclusión 
molecular
Se analizaron 20µl de las fracciones de 
elución de la resina de calmodulina-agarosa 
más enriquecidazas en polimerasa mediante 
cromatografía de exclusión molecular en 
una columna de Sephacryl-S400 (Sigma) de 
2 ml. Tras lavar la columna con 2 volúmenes 
de H
2
O se equilibró con el tampón con el que 
queríamos obtener la muestra o bien con el 
mismo tampón en el que estaba el complejo 
de la polimerasa. Se añadió la muestra y se 
recogieron 60 fracciones de aproximadamente 
30-35µl (dos gotas). Posteriormente la columna 
se lavó con 2 volúmenes de H
2
0 y se volvió a 
equilibrar para su calibración. Se preparó una 
mezcla de marcadores en el mismo tampón 
en el que se encontraba nuestra muestra: azul 
dextrano, tiroglobulina (1mg/ml), ferritina 
(5mg/ml), catalasa (1mg/ml) y BSA (1mg/ml).
8. Reconstitución y purificación 
de RNPs
8.1 Reconstitución de RNPs in vivo
Se reconstituyeron RNPs con una etiqueta 
de poli-histidinas (His) en la subunidad PB2. 
Se transfectaron células HEK293T con fosfato 
cálcico (descrito en el apartado 2.2.1) con 
una mezcla de plásmidos que codificaban 
las tres subunidades de la polimerasa, NP 
y un pseudo-vRNA con el gen el polaridad 
negativa de la enzima CAT (para 1.107células 
se transfectaron 3µg de pCMVPB1, 3µg de 
pCMVPB2 o pCMVPB2HIS, 0,6µg de pCMVPA, 
12µg de pCMVNP y 6µg de pHHCAT) (Figura 
M4). Después de 24 horas de incubación a 
37ºC se recogieron las células con PBS y se 
guardaron a -20ºC para su posterior análisis. 
También se reconstituyeron RNPs con la 
etiqueta TAP. Como los plásmidos disponibles 
con dicha etiqueta estaban bajo el promotor 
de la polimerasa del fago T7 se llevó a cabo 
una reconstitución paralela a la descrita en 
el apartado 6.1 pero con la inclusión de los 
plásmidos pGNP (36µg) y pT7NSCATRT (18µg).
8.2 Purificación de RNPs mediante 
cromatografía de afinidad con la 
etiqueta de poli-histidinas
Los extractos celulares necesarios para la 
purificación de RNPs se obtuvieron como 
se ha descrito en el apartado 7.2.1 pero con 
algunas diferencias. El cóctel de inhibidores 
de proteasas era carente de EDTA (Roche), 
se suplementó el tampón AT con inhibidores 
de RNAsas 1u/µl (RNAsin), se suprimió el 
tratamiento con RNAsaA y todos los tampones 
fueron preparados en agua DEPC. 
Se recogieron cultivos de 1.107 células y 
se resuspendieron con 250µl de tampón AT. 
Una vez obtenidos los extractos se diluyeron 














(50mM Tris-HCl-100mM cloruro sódico-5mM 
cloruro magnésico-0,1% Igepal CA-630-20mM 
imidazol-pH8-10mM βmercapto-etanol). Se 
incubó el extracto con 30µl de cama de la 
resina Ni2+-NTA-agarosa (Probond-Invitrogen) 
a 4ºC durante 16-20 horas en presencia de 
inhibidores de proteasas sin EDTA (Roche). La 
resina se lavó con 100 volúmenes en columna 
con vacío muy lento con el tampón TN20. 
Finalmente el material retenido en la resina 
se eluyó con 4 lavados de 30 µl de tampón 
de elución, TE175 (20mM Tris-HCl- 100mM 
ClK- 5mM MgCl
2
- 0,1% Igepal CA-630- 175mM 
imidazol- pH8-10mM βmercapto-etanol) y 
el material obtenido se guardó a 0ºC para 
posteriores ensayos.
9. Análisis de la actividad de 
las RNPs
9.1 Transcripción in vitro
El ensayo de transcripción in vitro se 
llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito 
anteriormente (Perales et al, 1996). RNPs 
purificadas según el procedimiento descrito 
anteriormente (apartado 8.2) se incubaron 
con tampón de transcripción, TT (50mM Tris-
HCl pH8-2mM cloruro magnésico-100mM 
cloruro potásico-1mM DTT- Actinomicina D 
10µg/ml-1U/µl RNAsin-1mM ATP-1mM CTP-
1mM UTP-10µM GTP-10µCi α32P-GTP (400µCi/
mmol)). Se emplearon como cebadores de 
la transcripción 10µg/ml mRNA de ß-globina 
humana (Gibco) o  100µM ApG (Sigma). Tras 
1 hora de incubación a 30ºC los productos 
de la reacción se precipitaron con 10% ácido 
tricloroacético (TCA) en presencia de 0,5µg de 
RNA de levadura, y fueron filtrados en vacío 
sobre un filtro de nylon en un aparato de dot-
blot. Tras sucesivos lavados con 5% TCA y 1% 
pirofosfato, se expuso la membrana con una 
pantalla sensible a 32P (Molecular Dynamics), 
se analizó la señal mediante el escáner STORM 
y se cuantificó con el programa ImageQuant.
9.2 Determinación de proteína CAT
Para analizar la proteína CAT correspondiente 
a la actividad transcripcional de RNPs 
reconstituidas in vivo se utilizó el kit comercial 







Figura M4. Sistema de reconstitución de RNPs vi-
rales recombinantes. Se co-transfectó la línea celu-
lar HEK293T con cuatro plásmidos que contienen el 
cDNA de las subunidades PB1, PB2, PA y NP bajo el 
promotor de CMV, junto con un plásmido que expre-















10. Identificación de proteínas 
mediante espectrometría de 
masas
10.1 MALDI-TOF 
Las proteínas de interés fueron 
recortadas manualmente de geles de poli-
acrilamida previamente teñidos con  plata 
(5.5.1) o bien con PageBlue (5.5.2), según lo 
indicado en cada experimento. La identificación 
de las proteínas se llevó a cabo mediante 
espectrometría de masas MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-
Of-Flight), descrito previamente en (Jorba et 
al., 2008b). Brevemente, las proteínas fueron 
digeridas en el gel con tripsina porcina y los 
péptidos resultantes se eluyeron del mismo 
para ser analizados automáticamente en un 
espectrómetro de masas Reflex IV MALDI-
TOF Bruker, equipado con fuente de iones 
SCOUT. Para la identificación de las proteínas, 
los espectros de huella peptídica de cada una 
de las proteínas analizadas fueron enviados 
al motor de búsqueda MASCOT 2.1 (Matriz 
Science), a través del programa Biotools 2.0 
(Bruker Daltonics), para efectuar la búsqueda 
en la base de datos pública NCBInr. En las 
identificaciones validadas la probabilidad 
asignada a la proteína candidata era en todos 
los casos mayor que el límite mínimo fijado 
como significativo, con un p-valor menor que 
0,02.
10.2 MS-MS
Las proteínas asociadas a PB2 se separaron 
en geles SDS-PAGE y se tiñeron con PAGE-
blue (Fermentas). Las proteínas de interés 
se recortaron manualmente del gel y fueron 
procesadas como se describe en (Jorba et 
al, 2008b). Los espectros de huella peptídica 
de cada proteína y el posterior análisis de 
MS-MS, se obtuvieron automáticamente 
con el analizador MALDI-TOF/TOF 4800 
(Applied Biosystems, Framingham, MA). Para 
la adquisición y generación de la lista de 
picos de cada espectro se utilizó el software 
4000 Series Explorer v3.5.28193 (Applied 
Biosystems). Para la identificación de las 
proteínas, la combinación de los datos de la 
huella peptídica y de MS-MS, se llevó a cabo 
con el uso del software GPS Explorer v3.6 
(Applied Biosystems) y se contrastó con la base 
de datos pública NCBInr mediante el software 
MASCOT 2.1 (Matriz Science, London, UK). En 
las identificaciones validadas la probabilidad 
asignada a la proteína candidata era en todos 
los casos mayor que el límite mínimo fijado 














1. ANÁLISIS DE LA INTERACCIÓN 
DE LA POLIMERASA DEL VIRUS 
DE LA GRIPE CON FACTORES 
CELULARES HUMANOS 
Los virus de la gripe, como todos los virus, 
son parásitos intracelulares obligados y su 
ciclo infectivo depende en gran parte de la 
maquinaria celular. Muchos son los esfuerzos 
que varios grupos de investigación han realizado 
para comprender la interacción del virus de la 
gripe con la célula hospedadora. Al comienzo 
de esta Tesis otros laboratorios ya habían 
abordado esta cuestión mediante distintas 
aproximaciones. Se habían identificado 
factores celulares que interaccionaban con 
subunidades de la polimerasa del virus de 
la gripe mediante ensayos de doble híbrido, 
así como también factores implicados en 
la replicación de RNPs mediante ensayos 
bioquímicos. En ese momento nos planteamos 
la posibilidad de realizar un abordaje 
proteómico más genérico que permitiera 
obtener un conjunto de factores celulares 
que interaccionan con la polimerasa del virus 
de la gripe, con la finalidad de entender las 
funciones de la RNA polimerasa del virus de la 
gripe durante la infección viral con una visión 
más general.
1.1 Identificación de factores celulares 
asociados a la RNA polimerasa viral  
1.1.1 Expresión y purificación de los complejos 
de la polimerasa viral recombinantes 
Con el objetivo de identificar posibles 
factores que interaccionan con la RNA 
polimerasa del virus de la gripe se llevó a 
cabo la reconstitución in vivo del complejo 
trimérico y su posterior purificación con el 
sistema TAP (Tandem Affinity Purification). Esta 
aproximación fue optimizada en el laboratorio 
en la línea celular de mono COS-1 para el 
estudio estructural de la polimerasa viral 
(Torreira et al, 2007), que permitió la obtención 
de un complejo con pureza y en cantidades 
razonables para su estudio por microscopía 
electrónica. En la presente Tesis Doctoral 
se han optimizado la expresión en células 
humanas y la purificación en condiciones 
menos estrictas para la preservación de las 
interacciones de factores celulares humanos 
con la polimerasa viral.
Se utilizó el sistema de purificación por 
TAP porque permitía realizar dos pasos de 
cromatografía de afinidad en unas condiciones 
muy suaves (Rigaut et al, 1999). La etiqueta 
TAP contiene tres regiones diferenciadas: un 
dominio de la proteína A de unión a IgG, la 
secuencia de corte reconocida por la proteasa 
de TEV y un dominio de alta afinidad para 
calmodulina en presencia de calcio (Figura 
R1). Esto permitió realizar un primer paso 











Figura R1. Esquema de la etiqueta TAP. La etiqueta 
TAP está formada por tres dominios distintos: a) CBD 
(calmodulin binding domain), es una secuencia que 
presenta alta afinidad por calmodulina en presen-
cia de iones Ca2+; b) TEV, es una secuencia de siete 
aminoácidos que es procesada por la proteasa TEV; 
c) ProtA, dominio de la proteína A que presenta alta 
afinidad por moléculas de IgG. Todas las fusiones con 











a la resina de IgG-Sepharose. Mediante la 
digestión específica de la etiqueta TAP con el 
corte específico de la proteasa TEV se eluyó el 
complejo para realizar la segunda purificación 
por unión a una resina de calmodulina-
agarosa. Finalmente la polimerasa se eluyó en 
presencia de EGTA (apartado 7 de Materiales 
y Métodos).
Se llevó a cabo la reconstitución de la 
polimerasa viral mediante la cotransfección de 
plásmidos que codifican las tres subunidades 
del complejo en la línea celular humana 
HEK293T. Se reconstituyeron dos complejos 
distintos: uno con la etiqueta TAP en la región 
C-terminal de la subunidad PB1 (polimerasa 
PB1TAP, Figura R2-A) y otro mutante donde la 
etiqueta se insertó en el extremo C-terminal 
de la subunidad PB2 delecionada (polimerasa 
PB2-256TAP, Figura R2-B). Con el fin de analizar 
la funcionalidad del complejo PB1-TAP in vivo, 
se reconstituyeron RNPs recombinantes cuyo 
RNA contenía el gen de CAT en polaridad 
negativa (apartado 8 de Materiales y Métodos). 
De este modo, las RNPs que replicaran y 
transcribieran correctamente darían lugar a 
la expresión del gen CAT. La acumulación de 
la enzima CAT se analizó como medida de la 
actividad biológica de dichas RNPs (Figura 
R3). La polimerasa con la etiqueta TAP en 
la subunidad PB1 es capaz de replicar y 
transcribir el RNA del mismo modo que las 
RNPs silvestres sin la etiqueta TAP, de acuerdo 
con resultados anteriores (Area et al, 2004). El 
complejo formado con el mutante de deleción 





















Figura R2. Diagrama de los complejos de polimerasa viral recombinantes. El esquema muestra los distintos com-
plejos utilizados, la polimerasa PB1TAP (A) y la polimerasa PB2-256TAP (B). Las interacciones entre las distintas 
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Figura R3. Ensayo de la actividad biológica de RNPs 
con la etiqueta TAP. Se generaron RNPs recombi-
nantes con o sin la etiqueta TAP en la subunidad PB1 
mediante la cotransfección de los plásmidos que ex-
presaban las proteínas PB1TAP o PB1, PB2, PA, NP y 
el genoma pseudo-viral en polaridad negativa que 
contenía el cDNA de la enzima CAT. Tras 24 horas de 
incubación se recogieron los cultivos y se analizó la 
acumulación de la enzima CAT mediante un ensayo 
de ELISA. Los resultados presentados son la media y 
desviación estándar de tres ensayos independientes. 
Como control negativo (CTRL) se omitió el plásmido 
























Figura R4. Expresión y purificación de complejos de polimerasa PB2-256TAP. La línea celular humana HEK-293T 
se co-transfectó con los plásmidos que contenían el cDNA de las subunidades PB1, PB2-256TAP ó PB2 y PA tras su 
infección con el virus recombinante vTF7-3. A las 16 horas post-transfección se recogieron los extractos, se puri-
ficaron los complejos y se analizó la purificación mediante WB con anticuerpos específicos para cada una de las 
subunidades. Las fracciones de la purificación analizada son las siguientes: extracto total (ET), material no pegado 
a la resina de IgG (NP), retenido en la resina de IgG (PG), material eluido mediante la digestión de la etiqueta por 
la proteasa TEV (CT), material no cortado por TEV (NC), material no retenido en la resina de calmodulina-agarosa 
(NR), eluciones sucesivas de la resina de calmodulina (E1-7) y material no eluido de calmodulina (NE). El complejo 
analizado se muestra a la izquierda de la figura y la posición de las proteínas detectadas a la derecha. La movilidad 
de los marcadores de tamaño (en KDa) se indica a la izquierda.











Figura R5. Expresión y purificación de complejos de polimerasa PB1TAP. Se expresó y se purificó el complejo de 
polimerasa PB1TAP o su correspondiente control negativo como se ha descrito en la Figura R4. Las fracciones de 
la purificación analizada son las siguientes: extracto total (ET), material no pegado a la resina de IgG (NP), retenido 
en la resina de IgG (PG), material eluido mediante la digestión de la etiqueta por la proteasa TEV (CT), material no 
cortado por TEV (NC), material no retenido en la resina de calmodulina-agarosa (NR), eluciones de la resina de 
calmodulina (E1-7) y material no eluido de calmodulina (NE). El complejo analizado se muestra a la izquierda de la 
figura y la posición de las proteínas detectadas a la derecha. El complejo analizado se muestra a la izquierda de la 
figura y la posición de las proteínas detectadas a la derecha. La movilidad de los marcadores de tamaño (en KDa) 










en PB2 no es capaz de sintetizar el RNA. Sin 
embargo, la estructura tridimensional del 
mutante es muy similar a la de la polimerasa 
silvestre y mantiene la capacidad de unir 
el molde viral de RNA (Torreira, 2006). La 
principal ventaja que ofrecía la reconstitución 
del complejo de polimerasa PB2-256TAP era 
que se expresaba en grandes cantidades y, 
como se verá más adelante, la concentración 
de complejo purificado resultó ser un punto 
limitante en nuestro abordaje. Como control 
negativo se expresó y purificó una polimerasa 
silvestre sin ninguna etiqueta. La purificación 
por TAP se siguió a lo largo de todos los pasos 
mediante WB con anticuerpos específicos para 
cada una de las tres subunidades. En la Figura 
R4 se muestran los resultados obtenidos 
con la polimerasa PB2-256TAP. Puede 
apreciarse el cambio de movilidad de 
la subunidad PB2-256TAP después del 
corte de la etiqueta con la proteasa 
TEV, ya que el producto que se obtiene 
es PB2-256CBD (Figura R4: comparar 
carril PG con CT o E). La co-elución de 
las tres subunidades en el último paso 
de la cromatografía (carriles E1-7 de la 
Figura R4) demostró que el complejo 
de la polimerasa se expresaba y 
se purificaba correctamente. Se 
obtuvieron resultados muy similares 
con el complejo con PB1TAP, como se 
muestra en la Figura R5. 
El material purificado se analizó 
mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida-SDS y tinción con plata para 
determinar tanto la concentración de proteína 
como su pureza (Figura R6). Las bandas 
correspondientes a las tres subunidades de 
la polimerasa eran evidentes (PB1-CBD, PB2 
y PA en la Figura R6-A o PB1, PB2-256CBD y 
PA en la Figura R6-B). Hay que destacar que 
la relación molar entre las tres subunidades 
de la polimerasa era 1:1:1, lo cual estaría 
de acuerdo con la naturaleza trimérica del 
complejo. La mayor parte de las bandas que 
aparecían en el material purificado no estaban 
presentes en los controles negativos, lo que 
nos sugería que podría tratarse de factores 

























Figura R6. Análisis de los complejos de 
polimerasa viral purificados. Parte del 
material purificado se separó en geles de 
poliacrilamida-SDS y se realizó una tinción 
con plata. Las posiciones de las subunida-
des del complejo polimerasa PB1TAP (A) y 
del complejo PB2-256TAP (B) se han indica-
do a la derecha. Se han incluido los marca-











1.1.2 Identificación de factores celulares 
asociados a la polimerasa viral
La identificación de proteínas asociadas 
a la polimerasa viral recombinante se llevó 
a cabo mediante espectrometría de masas 
de fragmentos trípticos (MALDI-TOF). Se 
abordó primero la identificación de factores 
celulares asociados a la polimerasa PB1TAP 
por ser una enzima totalmente funcional. Tras 
múltiples intentos de mejorar el rendimiento 
de la purificación, no se llegó en ningún caso 
a los límites de sensibilidad que la técnica de 
MALDI-TOF requería. Se decidió entonces 
partir de los complejos de polimerasa PB2-
256TAP. Se obtuvo un mayor rendimiento de 
la purificación debido a la mayor solubilidad 
del complejo mutante. El patrón de bandas 
observado en ambos complejos era muy 
similar (comparar carriles PB1TAP y PB2-
256TAP de la Figura R6), por tanto no se 
esperaba perder mucha información en el 
análisis con la polimerasa PB2-256TAP. 
Tras la purificación por TAP de los complejos 
PB2-256TAP la mayor parte del material 
se separó en un gel de poliacrilamida-SDS 
y se realizó una tinción con PageBlue. Se 
recortaron las bandas manualmente, se 
digirieron con tripsina de manera individual 
y se analizaron por espectrometría de masas 
MALDI-TOF. En la Tabla R1 se muestran los 
parámetros de la identificación de las tres 
subunidades de la polimerasa, todas con 
Nº de 













DEAD/H box polypeptide 3 (DDX3)
HNRNP-M
Coactivator Activator (CoAA/RBM14)
Growth regulated nuclear 68 protein (DDX5)
Beta 5-tubulin
HNRNP-H1
Ribosomal protein small subunit S3





























































Tabla R2. Identicación de factores asociados polimerasa viral
Nº de 




PA polymerase subunit (IAV H3N2)
Polymerase basic 1 PB1 (IAV H2N2) 



















Tabla R1. Identicación de las subunidades de la polimerasa viral
MT: masa molecular teórica, NMB: número de masas buscadas, NME: número de masas encontradas, %CS: cober-










un buen índice de probabilidad MASCOT. 
La mejor identificación para el mutante de 
deleción de PB2 correspondía a un fragmento 
N-terminal de la proteína PB2, ya que el índice 
MASCOT frente a la subunidad entera era 
mucho menor. En la Tabla R2 se muestran 
las identificaciones de las proteínas celulares 
asociadas a la polimerasa viral. No fue posible 
identificar todas las bandas recortadas del 
gel, pero las presentadas en la Tabla tenían 
un índice MASCOT significativo con un valor 
p<0,02. 
La espectrometría de masas MALDI-TOF 
proporciona una huella peptídica de cada 
proteína mediante la cual se identifican los 
factores, pero no se analiza la secuencia 
aminoacídica de los péptidos. Por ello se 
realizó una primera selección de las proteínas 
identificadas en base a la correlación entre 
su masa teórica y la movilidad de las bandas 
en el gel. Como se muestra en la Figura R7, 
la mayoría de factores presentaron masas 
compatibles excepto algunas proteínas que no 
han sido incluidas en la Tabla R2. La proteína 
SFPQ tiene una naturaleza básica que altera la 
correcta movilidad en geles de poliacrilamida-
SDS, por tanto no fue descartada. De este 
modo se identificaron como factores asociados 
a la polimerasa viral las proteínas NXP2, SFPQ, 
DDX3, hnRNP M1-4, Activador-Coactivador, 
DDX5, β5-tubulina, hnRNP H1, la subunidad S3 
del ribosoma, y la proteína similar to zinc finger 
71. La mayor parte de estas proteínas tienen 
dominios de unión a RNA y están implicadas 
en algún paso del metabolismo del RNA celular 
como se comentará en la Discusión.
Para validar los resultados obtenidos por 
espectromería de masas se expresaron 
y purificaron de nuevo los complejos de 
polimerasa TAP y se verificó la presencia 
de los factores celulares mediante WB con 
anticuerpos específicos de cada proteína. No 
se realizó esta aproximación con todas las 
proteínas porque en aquel momento no se 
disponía de todos los anticuerpos necesarios. 
Se realizó una purificación por TAP únicamente 
hasta la elución de la resina de IgG con el corte 
de la etiqueta TAP con la proteasa TEV porque 
un solo paso de cromatografía fue suficiente 
para ver enriquecimiento o aparición de una 
proteína en el material purificado. Además, 
se redujo notablemente el número de células 
necesarias para llevar a cabo el análisis. Los 
resultados mostraron que en todos los casos 
fue posible detectar una copurificación de las 
proteínas identificadas tanto con el complejo 
polimerasa 256TAP como con el silvestre 
PB1TAP (Figura R8). La menor cantidad de 
proteína detectada asociada al complejo 
PB1TAP fue debido a su menor rendimiento 
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Figura R7. Proteínas identifi-
cadas asociadas a la polime-
rasa viral. Asignación de las 
proteínas identificadas asocia-











en la purificación por TAP. Uno de los factores 
de los que no se disponía de anticuerpos 
específicos fue NXP2, una proteína de matriz 
nuclear. Era de gran interés para nosotros 
porque trabajos anteriores demostraron que 
la replicación del virus de la gripe tenía lugar 
en este compartimento nuclear (López-Turiso 
et al, 1990). Por este motivo se clonó el gen 


























Figura R8. Verificación de las 
identificaciones de las proteínas 
asociadas a la polimerasa viral 
mediante WB. Se expresaron nue-
vos complejos polimerasa PB1TAP, 
PB2-256TAP y WT, se purificaron 
mediante el protocolo TAP hasta 
la elución de la resina de IgG con la 
proteasa TEV. Se analizaron tanto 
el material eluido (IgG Sepharose) 
y como el extracto total mediante 
WB con anticuerpos específicos de 
las tres subunidades de la polime-
rasa y de los distintos factores aso-
ciados. La posición de las distintas 
















Figura R9. Verificación de la interacción del factor 
HA-NXP2 con la polimerasa viral mediante WB. Se 
co-expresaron los complejos polimerasa PB1TAP, PB2-
256TAP y WT con la proteína HA-NXP2, se purificaron 
mediante el protocolo TAP y se analizó la presencia 
del factor HA-NXP2 mediante WB con un anticuerpo 

















Figura R10. Verificación de la interacción de la RNA 
polimerasa II celular con la polimerasa viral median-
te WB. Se expresaron los complejos polimerasa PB1-
TAP, PB2-256TAP y WT, se purificaron y se analizaron 










con la etiqueta HA (descrito en el apartado 
1.3) y se co-expresó junto con las tres 
subunidades de la polimerasa viral. Como se 
muestra en la Figura R9, existía una asociación 
específica de la proteína HA-NXP2 con los dos 
complejos recombinantes de polimerasa tras 
la purificación por TAP. Durante la realización 
de este trabajo se describió la asociación de la 
RNAPII con el complejo de polimerasa PB1TAP 
(Engelhardt et al, 2005). Por tanto se llevó en 
paralelo el análisis de este factor celular como 
control positivo y, tal y como se esperaba, se 
detectó su presencia en el material purificado 
(Figura R10). Hay que destacar que la RNAPII 
no se asocia a la polimerasa viral cuando ésta 
carece del dominio C-terminal de la subunidad 
PB2. 
Con los resultados obtenidos se decidió 
caracterizar la asociación de los factores 
DDX3, DDX5, hnRNP M, SFPQ y NXP2 con la 
polimerasa durante la infección viral.
1.2 Análisis funcional de los factores 
celulares asociados a la polimerasa 
durante la infección viral 
1.2.1 Análisis de los factores asociados a la 
polimerasa viral en células infectadas
Para determinar la relevancia para la 
infección de la interacción de los factores 
identificados con la polimerasa viral, se 
analizaron los niveles de expresión y la 
distribución celular de dichas proteínas en 
células infectadas. Se infectó la línea celular 
A549 con el virus de la gripe a alta multiplicidad 
de infección (mdi). Se analizó la acumulación 
de las proteínas celulares mediante WB 
con anticuerpos específicos (Figura R11). 
No se alteraron los niveles de expresión de 
ninguna de las proteínas como consecuencia 
de la infección. A continuación se estudió la 
localización celular de estos factores durante 
la infección. Para ello se realizó un análisis 
por inmunofluorescencia en células HeLa 
infectadas a alta mdi (Figura R12). Se realizaron 
marcajes dobles con anticuerpos específicos 
para cada uno de los factores celulares y para 
NP como marcador de la polimerasa presente 
en la RNP. Las proteínas hnRNP M, SFPQ y 
DDX5 no cambiaron su localización nuclear, así 
como tampoco se vio alterada la distribución 
citoplasmática de DDX3. La proteína NXP2 
se analizó tras una transfección de su cDNA 










Figura R11. Cinética de acumulación de los fac-
tores celulares en cultivos infectados con el vi-
rus de la gripe. Se infectaron cultivos de células 
A549 con la cepa WSN del virus de la gripe a alta 
mdi (5 ufp/ml). A los tiempos post-infección in-
dicados se recogieron los extractos y se analizó 
la acumulación de las proteínas celulares (hnRNP 
M, SFPQ, DDX3, DDX5 y GAPDH) y virales (NP, PA, 
M1 y M2) mediante WB con anticuerpos espe-
cíficos. La posición de las distintas proteínas se 
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Figura R12. Localización de los factores celulares asociados a la polimerasa viral en cultivos celulares infectados 
con el virus de la gripe. Cultivos de células HeLa se infectaron a alta mdi (5 ufp/ml) con la cepa WSN de gripe y 
se fijaron a los tiempos post-infección indicados. Se realizó un doble marcaje con anticuerpos específicos de las 
proteínas celulares y de NP como factor viral. Sin embargo, para la mejor visualización de las imágenes se muestra 
únicamente la localización de los factores celulares. Imágenes representativas de la localización de NP durante la 
infección se muestran en los paneles inferiores. Las muestras se analizaron por microscopía confocal y se tomaron 
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Figura R13. Localización del factor HA-NXP2 en cultivos celulares infectados con el virus de la gripe. Se expresó 
la proteína HA-NXP2 24 horas antes de la infección en cultivos de células HEK-293T. Se infectaron a alta mdi con la 
cepa WSN de gripe y se fijaron a los tiempos post-infección indicados. Se realizó un doble marcaje con anticuerpos 
específicos de la etiqueta HA y de NP como factor viral y las muestras se analizaron por microscopía confocal. Sin 




































Figura FR14. Colocalización de los factores celulares asociados a la polimerasa viral con las RNPs del virus de la 
gripe. Cultivos de células HeLa (A) o HEK-293T (B) se infectaron a alta mdi con la cepa WSN de gripe y se fijaron a los 
tiempos post-infección indicados. Se realizó un doble marcaje con anticuerpos específicos de las proteínas celula-
res y de NP como factor viral. A la izquierda de los paneles se indica el factor celular analizado. Del análisis de cada 
factor celular se muestran cinco paneles: i) un campo general con el análisis de cada proteína celular y NP así como 
también la señal de colocalización (blanco), ii) imágenes tomadas a mayor aumento donde se muestra la señal de 
NP, la del factor celular, la superposición de ambas señales (merge) y la señal de colocalización (blanco). Todas las 










ya que no disponíamos de los anticuerpos 
necesarios (Figura R13). En el caso de HA-
NXP2 tampoco se observó ningún cambio en 
su localización nuclear durante la infección. 
Sin embargo, todos los factores colocalizaron 
con las RNPs virales en algún momento 
de la infección (Figura R14). Los factores 
nucleares SFPQ, hnRNPM, DDX5 y HA-NXP2 
colocalizaron con las RNPs en el núcleo a las 4 
horas post-infección (hpi), momento en el cual 
los procesos de replicación y transcripción 
viral alcanzan su máxima actividad. En este 
punto de la infección la proteína NP se 
encuentra distribuida por todo el núcleo, con 
mayor concentración en la periferia donde se 
observa una mayor colocalización (Figura R14, 
columna de colocalización). Se observó una 
colocalizacizón de la proteína citoplasmática 
DDX3 con NP en el citosol a tiempos más 
tardíos de la infección, cuando las RNPs son 
exportadas del núcleo. Estos resultados 
mostraron que los factores identificados 
por espectrometría de masas asociados a la 
polimerasa viral también se asocian a las RNPs 
durante la infección viral.
1.2.2 Silenciamiento génico de los factores 
celulares asociados al complejo viral
Se ha descrito en los resultados anteriores 
que las proteínas hnRNPM, SFPQ, DDX3, DDX5 
y HA-NXP2 colocalizan con las RNPs durante 
la infección viral, de modo que podrían estar 
implicados en replicación, transcripción, 
transporte o maduración de los RNAs virales. 
Para poder estudiar estas posibilidades se llevó 
a cabo el silenciamiento génico de los factores 
asociados a la polimerasa viral. Se abordaron 
distintas estrategias para el silenciamiento de 
los distintos genes celulares.
En primer lugar se utilizaron shRNA (short 
hairpin RNA) expresados por los plásmidos 
pSuperRetro-puromicina (pSRpuro). Los 
shRNAs son secuencias de unos 60 nucleótidos 




Figura F15. Silenciamiento de la expresión génica de 
la proteína DDX3 mediante shRNAs. Se transfectó 
la línea celular HEK-293T con los plásmidos pSRpuro-
DDX3 y pSRpuroTM. Tras 48 horas se seleccionaron 
las células transfectadas mediante la incorporación 
del antibiótico puromicina (2µg/ml) al medio de culti-
vo. A las 96 horas post-transfección se recogieron los 
extractos celulares y se analizó la acumulación de las 
proteínas DDX3 y actina (como control de carga) me-
diante WB con anticuerpos específicos. La posición 





























































Figura R16. Silenciamiento de la expresión génica 
de las proteínas hnRNP M, SFPQ, DDX3 o DDX5 me-
diante siRNAs. Se transfectó la línea celular A549 con 
siRNAs (100nM) correspondientes a cada factor. Tras 
24 horas se transfectaron de nuevo las células (siRNA 
100nM). A las 72 horas post-transfección se recogie-
ron los extractos celulares y se analizó la acumulación 
de las proteínas hnRNP M, SFPQ, DDX3 y DDX5 me-
diante WB con anticuerpos específicos. La posición 
de las distintas proteínas se muestra a la derecha 
de los paneles. Como control negativo se utilizó una 
secuencia de siRNA irrelevante y se analizó la misma 
cantidad de extracto que en el caso del factor celular 
y una dilución de un décimo para controlar el límite 
de sensibilidad de los distintos anticuerpos (siCTRLd). 











célula y se generan los siRNA (small o short 
interfering RNA) funcionales de 19 pares de 
bases. Estos plásmidos contienen el cDNA 
del gen PAC, enzima que confiere resistencia 
al antibiótico puromicina. Se generaron 
plásmidos pRSpuro con las secuencias de 
silenciamiento para DDX3, DDX5, hnRNPM y 
SFPQ (apartado 1.4 Materiales y Métodos). 
Tras la transfección de los plásmidos y la 
selección con el antibiótico se analizó la 
eficacia de silenciamiento mediante WB con 
anticuerpos específicos. La acumulación de 
las proteínas DDX5, hnRNPM y SFPQ se redujo 
en torno a un 20-40% (datos no mostrados). 
Sin embargo, la eficacia de silenciamiento del 
gen de DDX3 fue del 60-80%, (Figura R15). Se 
utilizó una secuencia de T. maritimia como 
control negativo.
Con la intención de obtener un buen 
silenciamiento génico de los factores DDX5, 
hnRNP y SFPQ se utilizó el sistema MISSION 
shRNA de Sigma ya que disponía de una 
genoteca de silenciadores. En este caso 
tampoco se consiguió un silenciamiento 
génico superior al 50% (datos no mostrados).
Finalmente se utilizaron siRNAs. Se 
transfectaron las células directamente con 
los siRNAs y se analizó el rendimiento del 
silenciamiento mediante WB. En todos los casos 
se logró un silenciamiento génico superior al 
70-90% (Figura R16). Como control negativo 
se utilizó una secuencia de RNA irrelevante. 
Este procedimiento de silenciamiento fue 
reproducible con todos los siRNAs utilizados, 
condición indispensable para la realización de 
posteriores experimentos. 
1.2.3 Análisis de la infección viral en células 
que carecían de distintos factores celulares  
El silenciamiento génico fue una 
aproximación clave que permitió proceder 
al estudio de la relevancia funcional de la 
































































Figura R17. Cinética de crecimiento del virus de la gripe en células que carecen de los factores celulares hnRNP 
M, SFPQ, DDX3 o DDX5. Se llevó a cabo el silenciamiento génico en la línea celular A549 de los factores hnRNP M, 
SFPQ, DDX3 o DDX5, como se indica el la Figura R16. A 72 horas post-transfección se infectaron las células a baja 
mdi con la cepa Vic del virus de la gripe. (A) A los tiempos indicados se recogieron muestras de cada sobrenadante 
(como se indica en el apartado 5.4 de Materiales y Métodos) y se determinó la infectividad de cada una de ellas 
mediante ensayo de placa por duplicado. (B) A las 72 horas post-transfección se analizó la acumulación de las distin-
tas proteínas celulares mediante WB con anticuerpos específicos como control del rendimiento del silenciamiento 
en cada caso. La posición de las distintas proteínas se muestra a la derecha de los paneles. siCTRLd, dilución de un 










polimerasa del virus. La mayor parte de los 
experimentos presentados se realizaron en 
células con proteínas silenciadas mediante 
siRNAs.
1.2.3.1 Estudio del crecimiento del virus 
Se estudió la cinética de crecimiento del 
virus en células que carecían de los factores 
SFPQ, hnRNPM, DDX3 o DDX5. Como control 
negativo se llevó en paralelo el silenciamiento 
con un siRNA de secuencia irrelevante. Tras 
72 horas de silenciamiento se infectaron las 
células A549 con la cepa Vic de gripe a baja 
mdi. A distintos tiempos post-infección se 
recogieron muestras de los sobrenadantes y 
se analizó su infectividad mediante ensayos 
de placa. La mayor alteración de la cinética de 
crecimiento viral se observó en células con el 
factor SFPQ silenciado (Figura R17-A). El virus 
presentó una disminución del título viral de 
entre 1 y 2.5 logaritmos (log) a lo largo de toda 
la cinética de crecimiento. Sin embargo, la 
ausencia parcial de los factores DDX5 y hnRNP 
M solo afectó al virus a partir de las 48 horas, 
con una disminución máxima del título viral de 
1 log. Finalmente, el silenciamiento del factor 
DDX3 no afectó al título viral. La eficacia del 
silenciamiento génico de cada proteína se 
muestra en la Figura R17-B.
El silenciamiento del gen de DDX3 fue 
aproximadamente del 40-50%, de modo que 
se realizó el silenciamiento con el sistema de 
pSRpuro, que para este gen resultó ser más 
eficaz que con los siRNAs. Tras 96 horas de 
silenciamiento se infectaron células HEK293T 
con la cepa WSN de gripe y se analizó el 
título viral (Figura R18). No se registró ningún 
descenso del título viral, resultado que no 
difería del obtenido con el silenciamiento 
mediante siRNAs.
Estos resultados sugerían que la ausencia 
del factor SFPQ afectaba en gran medida 
la infección viral, mientras que la de DDX5 
y hnRNP M sólo afectaban ligeramente. La 
ausencia de DDX3 no tuvo ningún efecto sobre 
el rendimiento del virus.
1.2.3.2 Estudio de la acumulación de 
proteínas virales 
Se continuó la caracterización de la 
infección viral en células carentes de 
distintos factores mediante el análisis de 
la acumulación de proteínas virales en un 
único ciclo de infección. Tras 72 horas de 




















Figura R18. Cinética de crecimiento del virus de la 
gripe en células que carecen del factor celular DDX3. 
Se llevó a cabo el silenciamiento génico del factor 
DDX3 en la línea celular HEK-293T como se indica el 
la Figura R15. A 96 horas post-transfección se infec-
taron las células a baja mdi con la cepa WSN del virus 
de la gripe. (A) A los tiempos indicados se recogieron 
muestras de cada sobrenadante (como se indica en 
el apartado 5.4 de Materiales y Métodos) y se deter-
minó la infectividad de cada una de ellas mediante 
ensayo de placa. (B) A las 96 horas post-transfección 
se analizó también la acumulación de la proteínas 
celular mediante WB con anticuerpos específicos 
como control del silenciamiento. La posición de las 











se infectó con la cepa Vic de gripe a alta mdi. 
A distintos tiempos post-infección se analizó 
la acumulación de proteínas virales mediante 
WB con anticuerpos específicos (Figura R19). 
Se analizaron dos proteínas de expresión 
temprana del virus, PA y NP, y como proteínas 
de expresión tardía se analizaron M1 y M2. 
El estudio del segmento M era doblemente 
interesante ya que para la correcta expresión 
de una de las dos proteínas que codifica (M2) 
debía de ocurrir un proceso de splicing. La 
ausencia de las proteínas DDX3 y DDX5 no 
afectó la correcta expresión y acumulación 
de las proteínas virales analizadas (Figura R19, 
comparar los carriles siDDX3 y siDDX5 con sus 
correspondientes controles negativos siCTRL). 
La ausencia del factor hnRNP M apenas afectó 
la acumulación de proteínas virales mientras 
que la de SFPQ provocó un retraso en la 
acumulación de aproximadamente 2 horas 
respecto al control negativo (comparar la 
presencia de las proteínas PA, NP y M1 a 4, 
6 y 8 horas post-infección entre los distintos 
puntos mencionados en la Figura R19-A). El 
análisis de los niveles de silenciamiento de las 
proteínas se muestra en la Figura R19-B. En el 
punto siSFPQ no se observó la acumulación de 
la proteína M2. Para discriminar si se trataba 
de un defecto en el splicing del segmento 
M o bien un problema de sensibilidad del 
anticuerpo utilizado se analizó 10 veces 
más cantidad de extracto celular. Como se 
muestra en la Figura R19-C la relación entre la 
expresión de las proteínas M1 y M2 no estaba 
desequilibrada y resultó ser un problema de 
detección de la proteína M2. Este resultado 
descartó la posibilidad de que la ausencia del 
factor SFPQ alterara de algún modo el proceso 
de splicing viral. 
1.2.3.3 Estudio de la síntesis de proteínas 
virales
El siguiente paso fue distinguir si el retraso 
en la infección viral era debida a un defecto en 
la síntesis o bien un problema en la estabilidad 
de las proteínas del virus. Se realizó un 
experimento paralelo al anterior pero sólo se 
consideró el silenciamiento de las proteínas 
SFPQ y hnRNP M, ya que eran los únicos 
casos que presentaban una disminución en el 
crecimiento del virus. Tras el silenciamiento y 
la posterior infección a alta mdi, se analizó la 
síntesis de proteínas virales (Figura R20). La 
ausencia de la proteína hnRNP M no afectó 
la cinética de síntesis de proteínas virales. 
Sin embargo se observó un claro retraso en 
la síntesis de proteínas virales en células que 
carecían del factor SFPQ (comparar carriles 
de 4 y 6 horas post-infección de los paneles 
siSFPQ y siCTRL o con células no silenciadas, 
WT). Además, el retraso en la síntesis fue de 
aproximadamente 2 horas, el mismo que se 
observó en la acumulación de proteínas virales. 
Este resultado junto con los presentados 
anteriormente sugerían que el factor SFPQ 
podría estar implicado en un proceso general 
ya que se observó un retraso en la síntesis y 
acumulación de proteínas virales de expresión 
tanto temprana como tardía y de manera 
independiente a los procesos de splicing.
1.2.3.4 Estudio de la localización subcelular 
de la proteína viral NP durante la infección en 
células con la proteína SFPQ silenciada 
Con el objetivo de esclarecer qué ocurría 
durante la infección del virus de la gripe en 
células con el factor SFPQ silenciado se realizó 
un seguimiento de la proteína NP mediante 
ensayos de inmunofluorescencia. Como en 
experimentos anteriores, células tratadas con 
siRNAs del gen SFPQ se infectaron a alta mdi 
con el virus Vic. A lo largo de la infección se 
analizaron las proteínas NP, como marcador 
de las RNPs virales, y el factor SFPQ con 
anticuerpos específicos (Figura R21). Los 
resultados mostraron de nuevo un retraso de 
entre dos y cuatro horas en la infección en las 
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Figura R19. Cinética de acumulación de proteínas virales en células que carecen de los factores celulares hnRNP 
M, SFPQ, DDX3 o DDX5. Se llevó a cabo el silenciamiento génico de los factores hnRNP M, SFPQ, DDX3 o DDX5 en la 
línea celular A549, como se indica el la Figura R16. A 72 horas post-transfección se infectaron las células a alta mdi 
con la cepa Vic del virus de la gripe. (A) A los distintos tiempos post-infección indicados se recogieron los extractos 
celulares y se analizó la acumulación de distintas proteínas virales (PA, NP, M1 y M2) y celulares mediante WB con 
anticuerpos específicos. El control de las muestras siRNP M y siSFPQ es el presente en el panel junto a la muestra 
siDDX5. (B) A las 96 horas post-transfección se analizó también la acumulación de las proteínas celulares mediante 
WB con anticuerpos específicos como control del silenciamiento. (C) Se analizó diez veces más cantidad de extracto 
de las muestras siSFPQ y siCTRL a 6 y 8 horas post-infección y se analizó la acumulación de las proteínas virales M1 y 
M2 mediante WB. La posición de las distintas proteínas se muestra a la derecha de los paneles. El asterisco muestra 
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Figura R20. Cinética de síntesis de proteínas virales en células que carecen de los factores celulares hnRNP M y 
SFPQ. Se llevó a cabo el silenciamiento génico de los factores hnRNP M y SFPQ en la línea celular A549, como se 
indica el la Figura R16. A las 72 horas post-transfección se infectaron las células a alta mdi con la cepa WSN del virus 
de la gripe. A los tiempos indicados se realizó un marcaje metabólico con 35S Met-Cys (descrito en apartado 6.1 de 
Materiales y Métodos) y se llevó a cabo una deglicosilación del extracto (descrito en apartado 6.2 de Materiales y 
Métodos). Se prepararon extractos totales de cada cultivo celular y se analizó la presencia de las principales pro-
teínas virales mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS y autoradiografía. La posición de las distintas 
proteínas se muestra a la derecha de los paneles.
un fallo en el inicio de la infección ya que a 
todos los tiempos post-infección la mayor 
parte de las células no están infectadas (Figura 
R21, comparar paneles siSFPQ y siCTRL). Sin 
embargo, en las células carentes de SFPQ que 
resultaron infectadas se observaron niveles 
de NP comparables a los aparecían en las 
células control, aunque con el retraso que se 
comentaba anteriormente. Se  puede concluir 
que en ausencia de SFPQ está afectado el inicio 
de la infección, y en aquellas células donde el 
ciclo infectivo ha progresado se observa un 
retraso respecto a las células control. 
1.2.3.5 Estudio de la acumulación de 
proteínas virales en células que sobreexpresan 
los factores HA-NXP2 y DDX3-HA 
No fue posible silenciar la expresión del factor 
NXP2 ya que no se disponía de los anticuerpos 
necesarios. Por tanto, como alternativa a los 
ensayos presentados anteriormente se analizó 
la cinética de infección por acumulación de 
proteínas virales en células que expresaban 
HA-NXP2. Como control se llevaron el paralelo 
infecciones en células que expresaban la 
etiqueta HA. Aunque la ausencia de la proteína 
DDX3 no afectaba al ciclo infectivo del virus, se 
analizó también la infección en presencia del 
factor DDX3-HA sobre-expresado. Resultaba 
interesante estudiar que ocurría en células 
que sobre-expresaban esta helicasa , ya que 
DDX3 es un factor que reprime la traducción 
dependiente de estructuras cap (Shih et al, 
2008). Tras la sobre-expresión de cada uno de 
estos factores se infectaron células con el virus 
WSN a alta mdi y se analizó la acumulación de 
proteínas virales mediante WB con anticuerpos 
específicos (Figura R22). La sobre-expresión 
del factor HA-NXP2 no alteró la cinética de 
acumulación de proteínas virales. Sin embargo, 
en presencia de altas concentraciones de 
la proteína DDX3-HA la expresión de las 
proteínas PA, M1 y M2 disminuyó respecto al 
control negativo, mientras que la expresión 
de NP resultó inalterada. Por tanto, estos 
resultados sugerían que el factor DDX3 podría 




















Figura R21. Cinética de localización de las RNPs durante la infección en células que carecen de la proteína SFPQ. 
Se llevó a cabo el silenciamiento génico de lo factor SFPQ en la línea celular A549, como se indica el la Figura R16. 
A las 72 horas post-transfección las células se infectaron a alta mdi con la cepa Vic del virus de la gripe y se fijaron 
a los tiempos post-infección indicados en la parte superior (en horas). Se realizó un doble marcaje con anticuerpos 
específicos de las proteínas SFPQ y de NP como factor viral, y las muestras se analizaron por microscopía confocal. 











1.3 Identificación de factores 
celulares asociados a la subunidad PB2 
de la polimerasa viral
1.3.1 Expresión y purificación de la subunidad 
PB2 recombinante
La identificación de proteínas celulares 
asociadas a la subunidad PB2 de la RNA 
polimerasa viral resultaba muy interesante 
ya que PB2, además de ser esencial para los 
procesos de replicación y transcripción, se 
ha descrito como un factor determinante del 
rango de hospedador. Se expresó en la línea 
celular humana HEK-293T la subunidad PB2 
con la etiqueta TAP fusionada a su extremo 
C-terminal (Figura R23-A), y como control 
negativo se expresó la PB2 silvestre. Se 
purificaron los complejos mediante el método 
TAP y todo el proceso se siguió por WB con 
anticuerpos específicos que reconocían la 
proteína PB2 (Figura R23-B).
1.3.2 Identificación de factores asociados a la 
proteína PB2
Se analizó la concentración y pureza 
del material eluido mediante geles de 
poliacrilamida-SDS teñidos con plata (Figura 
R24). Para la identificación de las bandas 
que co-purificaban con la proteína PB2, se 
recortaron del gel y se analizaron mediante 
espectrometría de masas MS-MS. La 
espectrometría de masas MS-MS, además de 
proporcionar una huella peptídica, facilita la 
secuencia aminoacídica de cada péptido, lo 
que hace que la identificación sea muy fiable. 
A pesar de ello realizamos una criba de los 
factores identificados según su relación entre 
la masa molecular teórica y la movilidad en 
geles de acrilamida (Figura R25). Además de 
detectar PB2, se identificaron las proteínas 
que se presentan en la Tabla R3. De los factores 
identificados se verificó únicamente la co-
purificación de la proteína importina α5 con 
PB2TAP ya que parecía ser la más relevante 
de las obtenidas (Figura R23-B). Existen varias 
isoformas de importinas α, de modo que se 
analizó si la interacción de PB2 con importina 
α5 era específica de isoforma o si se trataba 
de una asociación más general. Se expresó de 
nuevo la subunidad recombinante PB2TAP y 
tras el primer paso de purificación se analizó el 
material eluido mediante WB con anticuerpos 
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Figura R22. Cinética de acumulación de proteínas vi-
rales en células que expresan HA-NXP2 o DDX3-HA. 
Se transfectó la línea celular HEK-293T con plásmidos 
de expresión de las proteínas HA-NXP2 o DDX3-HA, y 
como control negativo un plásmido que únicamente 
contenía el cDNA de la etiqueta HA. A las 24 horas 
post-transfección se infectaron las células a alta mdi 
con la cepa WSN del virus de la gripe. A los tiempos 
post-infección indicados se recogieron los extractos 
celulares y se analizó la acumulación de distintas pro-
teínas virales (PA, NP, M1 y M2) y celulares (GAPDH) 
mediante WB con anticuerpos específicos (anticuer-
po que reconoce la etiqueta HA para las proteínas 
HA-NXP2 y DDX3-HA). La posición de las distintas 










específicos para las isoformas α1, α5, α7 
(Figura R26). Los resultados mostraron que 
las tres isoformas de importina eran capaces 
de co-purificar con PB2, resultados que 
estaban de acuerdo con la co-cristalización 
de la importina α5 con el dominio N-terminal 
de PB2 (Tarendeau et al, 2007) y con la co-
localización de PB2 con la importina α1 en 
células infectadas (Gabriel et al, 2008).
1.3.3 Análisis de la interacción de las distintas 
isoformas de importina α con la subunidad PB2 
de virus humanos y aviares
La subunidad PB2 de la polimerasa es uno 
de los determinantes virales más relevantes 
para la adaptación de virus aviares a células 
humanas. Ha sido descrito que la adaptación 
de virus aviares a células de ratón implica un 
cambio en la interacción de PB2 con importina 
α1 (Gabriel et al, 2008). Por tanto se estudió 
la interacción diferencial de las importinas 
con virus de distinto origen filogenético. 
Se expresaron de manera independiente la 
subunidad PB2 con la etiqueta TAP de un virus 
aviar (A/Goose/Guandong/1/97 (H5N1)) y la 
de dos virus aviares aislados de infecciones 
esporádicas en humanos (A/Vietnam/1203/04 
(H5N1) y A/Thailand/Kan1/04 (H5N1)). Como 













Figura R23. Expresión y purificación de 
complejos intracelulares formados por 
PB2TAP. (A) Diagrama de la subunidad 
PB2 con la etiqueta TAP fusionada el la 
parte C-terminal de la proteína. (B) La 
línea celular humana HEK-293T se trans-
fectó con los plásmidos que contenían 
el cDNA de la subunidad PB2TAP o PB2 
tras su infección con el virus recombi-
nante vTF7-3. Después de 16 horas se 
recogieron los extractos, se purificaron 
los complejos y se analizó la purificación 
mediante WB con anticuerpos específi-









α5. Las fracciones de la purificación analizada son las siguientes: extracto total (ET), material no pegado a la resina 
de IgG (NP), retenido en la resina de IgG (PG), material eluido mediante la digestión de la etiqueta por la proteasa 
TEV (CT), material no cortado por TEV (NC), material no retenido en la resina de calmodulina-agarosa (NR), elucio-
nes sucesivas de la resina de calmodulina (E1-7) y material no eluido de calmodulina (EF). A la izquierda se indica el 
complejo analizado y a la derecha la posición de las proteínas detectadas.
Figura R24. Análisis de los complejos de PB2TAP pu-
rificados. Parte del material purificado se separó en 
geles de SDS-PAGE y se realizó una tinción de plata. La 
posición de la subunidad PB2TAP se indica a la dere-
cha. Con un asterisco se muestra una contaminación 
de la muestra con BSA. Se han incluido los marcado-










control positivo se utilizó la subunidad PB2 
del virus humano (A/Victoria/3/75 (H3N2)) 
utilizado en los ensayos anteriores (Figura 
R23). Como control negativo se expresó PB2 
sin la etiqueta TAP. Se realizó un primer paso 
de purificación y el material eluido se analizó 
mediante WB (Figura R27). Los resultados 
mostraron que la interacción de la subunidad 
PB2 de cepas aviares fue mucho menor que 
en el caso de la cepa humana, y que además 
era claramente dependiente de la isoforma 
de las importinas. La interacción de PB2 de 
origen aviar con las importinas α5 y α7 fue 
prácticamente nula, mientras que la asociación 
con la importina α1 disminuyó poco respecto 
con la cepa humana. Por tanto, los resultados 
presentados sugerían que la interacción 
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Tabla R3. Identicación de factores asociados a la subunidad PB2
MT: masa molecular teórica, MASCOT: puntuación MASCOT,  NPE: número péptidos encontrados, %CP: % cober-
tura peptídica, NPF: número de péptidos fragmentados.
Figura R25. Proteínas identificadas asociadas a PB2. Asignación de 


















Figura R26. Identificación de las distintas isoformas 
de importina α asociadas a PB2. Se expresó de nuevo 
la subunidad PB2TAP o la versión sin TAP, se purifica-
ron los complejos intracelulares mediante el proto-
colo TAP hasta la elución de la resina de IgG con la 
proteasa TEV y se analizó el material eluido mediante 
WB con anticuerpos específicos para PB2 y para las 
distintas isoformas de importinas. La posición de las 





































































Figura R27. Asociación de las distintas isoformas de 
importina α a la subunidad PB2 de varias cepas vi-
rales. (A) Se expresó la subunidad PB2 de las cepas 
virales A/Victoria/3/75 (VicTAP), A/Vietnam/1203/04 
(VnTAP), A/Thailand/Kan1/04 (ThTAP) y A/Goose/
Gaundong/1/97 (GuaTAP) con la etiqueta TAP fusio-
nada en su extremo C-terminal, en la línea celular hu-
mana HEK-293T. Como control negativo se expresó la 
subunidad PB2 de A/Victoria/3/75 (Vic) sin el TAP. La 
proteína PB2 se purificó mediante la unión a la resina 
de IgG y se eluyó mediante la digestión de la etiqueta 
TAP con la proteasa TEV. Se analizó el material elui-
do mediante WB con anticuerpos específicos para 
la subunidad PB2 y para las distintas isoformas de 
importina α. La posición de las distintas proteínas se 
muestra a la derecha de la imagen (el asterisco indica 
la presencia de un contaminante). (B) Comparación 
de las secuencias de PB2 de las distintas cepas virales 
utilizadas. En azul se muestran los residuos aminoací-
dicos propios de cepas humanas y en rojo de cepas 











2. ANÁLISIS DE LA OLIGOMERI-
ZACIÓN DE LA POLIMERASA DEL 
VIRUS DE LA GRIPE in vivo 
2.1 Caracterización del tamaño de 
los complejos de polimerasa viral 
purificados 
La forma soluble de la polimerasa viral 
ha sido objeto de varios estudios tanto 
estructurales como funcionales. Pero hasta 
el momento no había evidencias de que el 
complejo fuera capaz de formar oligómeros. 
Para estudiar esta posibilidad se expresó y 
purificó el complejo de la polimerasa con la 
etiqueta TAP en la subunidad PB1 (como se 
ha mostrado en el Apartado 1.1.1, Figuras R5 
y R6). Tras los dos pasos de purificación del 
protocolo TAP, el complejo heterotrimérico 
purificado se analizó por cromatografía de 
filtración en gel. El tamaño de la polimerasa 
soluble se determinó mediante la separación 
de los complejos en una columna Sephacryl-
S400, que permite la separación de proteínas 
globulares de entre 20 a 8000 kDa, y cada 
fracción se analizó mediante WB con 
anticuerpos específicos que reconocen la 
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Figura R28. Análisis por filtración en gel de complejos de polimerasa PB1TAP purificados. Se analizó la polimerasa 
PB1TAP purificada por el método TAP en una columna Sephacryl S400. Para determinar el perfil de elución de la 
polimerasa se analizó una alícuota de cada fracción mediante WB con anticuerpos específicos de PA. En la parte 
inferior de la figura se muestra el resultado obtenido y el la parte superior la cuantificación del WB. Los asteriscos 
muestran tres carriles del WB que no se pudieron cuantificar debido a su proximidad al borde del gel o bien por la 
aparición de una banda vertical artefactual. Se calibró la resina con los marcadores de peso molecular indicados 
en la parte superior del panel: BL-D, azul dextrano; TR, tiroglobulina (670 kDa); FR, ferritina (440 kDa); CT, catalasa 










calibró con los siguientes marcadores de peso 
molecular: azul dextrano, tiroglobulina (MM 
670 kDa), ferritina (MM 440 kDa), catalasa 
(MM 220 kDa) y BSA (MM 68 kDa). La mayor 
parte de la polimerasa migró con el marcador 
catalasa (Figura R28, fracciones 38-39) de 
acuerdo con el tamaño que le correspondía 
por su naturaleza trimérica (MM 250 kDa). Se 
obtuvieron resultados similares al analizar las 
fracciones mediante WB con anticuerpos de PB2 
(datos no mostrados). Este resultado mostró 
que se trataba del complejo de polimerasa 
con las tres subunidades. Los dímeros PB1-PA 
y PB1-PB2, que podrían haberse formado en 
las células transfectadas, no se detectaron 
en la muestra purificada. Además, la relación 
molar entre las subunidades PB1, PB2 y PA fue 
1:1:1 y no 2:1:1 (Figura R6-A), como sería en 
caso de formación de dímeros. Se observó 
que una parte de la muestra tenía un tamaño 
superior al del complejo heterotrimérico 
y presentó una movilidad similar a los 
marcadores ferritina (fracciones 36-37 de la 
Figura R28) y tiroglobulina (fracción 34 de la 
Figura R28). Estos resultados sugerían que la 
polimerasa viral podría formar dímeros (500 
kDa) y trímeros (750 kDa) aunque no se puede 
descartar que el cambio de movilidad pudiera 
deberse a la asociación con factores celulares. 
Finalmente, una pequeña fracción de la 
muestra movió cerca del límite de exclusión de 
la columna (fracciones 20-22 de la Figura R28) 
y podría tener un tamaño dentro del rango de 
MDa. Por tanto, los resultados presentados 
sugerían que la polimerasa viral recombinante 
podría formar oligómeros in vivo.
2.2 Análisis de los complejos 
oligoméricos de la polimerasa viral
2.2.1 Estudio de la interacción entre complejos 
de polimerasa viral
La posible interacción entre dos complejos 
de polimerasa se analizó mediante la expresión 
y purificación de complejos cuyas subunidades 
contenían etiquetas alternativas en la misma 
posición. El diagrama de la Figura R29 muestra 
la aproximación experimental utilizada. Se 
usaron las siguientes subunidades con etiquetas 
alternativas en ensayos independientes: PB1/
PB1TAP, PB2His/PB2TAP y PA/PATAP. Por tanto, 
la expresión de estas subunidades junto con el 
resto dio lugar a dos complejos alternativos: 
A: PB1TAP-PB2-PA y PB1-PB2-PA, B: PB1-
PB2TAP-PA y PB1-PB2His-PA, y C: PB1-PB2-
PATAP y PB1-PB2-PA (Figura R29, izquierda). 
Si en cada caso ambos heterotrímeros fueran 
capaces de interaccionar in vivo, tras una 
purificación por TAP las subunidades PB1, 
PB2His y PA, respectivamente, deberían de 











































Figura R29. Diagrama de los 
posibles complejos formados 
en las células transfectadas. 
La línea celular HEK-293T se 
co-transfectó con los plásmi-
dos de expresión siguientes: 
A) PB1TAP+PB1+PB2+PA (o 
PB1+PB2+PA como control), 
B) PB1+PB2TAP+PB2His+PA (o 
PB1+PB2His+PB2+PA como con-
trol), C) PB1+PB2+PATAP+PA (o 
PB1+PB2+PA como control). El 
diagrama muestra los posibles 











expresaron los complejos WT (PB1-PB2-PA) 
o con la etiqueta alternativa de histidinas 
(PB1-PB2His-PA) y se purificaron en paralelo 
(Figura R29, derecha). Tras la expresión y 
purificación de los complejos recombinantes, 
el material eluido se analizó mediante WB 
con anticuerpos específicos que reconocían 
las tres subunidades de la polimerasa (PB1, 
PB2 y PA) y las distintas etiquetas (CBD de 
PB1CBD, PB2CBD y PACBD, y His de PB2His) 
(Figura R30). De acuerdo con purificaciones 
anteriores, no se detectó ninguna banda en los 
controles negativos (Figura R30, derecha). Sin 
embargo se observó una clara banda revelada 
por el anticuerpo que reconocía la cola de 
histidinas en las eluciones de la purificación 
por TAP de los complejos co-expresados 
que contenían PB2TAP y PB2His (Figura 
R30-B, izquierda, fila His). Este resultado es 
consistente con la aparición de una doble 
banda con el anticuerpo que reconocía la 
subunidad PB2 (Figura R30-B, izquierda, fila 
PB2). Una de ellas correspondía a la subunidad 
PB2His y la otra a PB2CBD (también revelada 
con el anticuerpo que reconocía la etiqueta 
CBD, Figura R30-B, izquierda, fila CBD). Para 
verificar que el material purificado era el 
complejo heterotrimérico se realizó un WB 
con anticuerpos específicos que reconocían la 
subunidad PA (Figura R30-B, izquierda, fila PA). 

































Figura R30. Análisis de la oligomerización de la polimerasa viral recombinante mediante WB. Se co-transfectó la 
línea celular HEK-293T tal y como se describe en la Figura R29. Se prepararon extractos totales y se purificaron los 
complejos intracelulares de polimerasa recombinante mediante el método TAP. El análisis del material purificado 
se realizó mediante WB con anticuerpos específicos para cada una de las subunidades de la polimerasa viral (PB1, 
PB2 y PA) y para las etiquetas utilizadas (CBD y His). A la izquierda de la Figura se muestra el anticuerpo utilizado y a 










Se obtuvieron resultados similares con la co-
expresión de los complejos que contenían las 
subunidades PB1 y PA con TAP o sin él (Figura 
R30-A y R30-C respectivamente). El WB con 
anticuerpos específicos de PB1 y PA reveló 
la presencia de un doblete en ambos casos 
(Figura R30-A izquierda, PB1; Figura R30-C, 
izquierda, PA), y en cada uno de ellos la banda 
mayoritaria correspondió a PB1CBD y a PACBD. 
En ambos casos se verificó la presencia del 
heterotrímero mediante WB con anticuerpos 
específicos para PB2 (Figura R30-A, izquierda, 
PB2; Figura R30-C, izquierda, PB2). Para excluir 
la posibilidad de que los dobletes de proteína 
detectados en los casos de PB1 y PA fueran 
producto de una proteólisis, se expresaron 
únicamente los complejos de polimerasa con 
PB1TAP y PATAP (Figura R31). En ausencia 
de las subunidades sin la etiqueta TAP sólo 
se detectaron las bandas correspondientes 
a PB1CBD y PACBD. Por tanto, la presencia 
de complejos de tamaños superiores a 
250kDa y la co-purificación de polimerasas 
con etiquetas alternativas indicaron que la 
polimerasa del virus de la gripe era capaz de 
formar oligómeros in vivo. 
2.2.2 Estudio de la interacción entre las 
distintas subunidades de la polimerasa viral
Los resultados presentados en los apartados 
anteriores no permitieron determinar cual 
de las subunidades de la polimerasa estaba 
implicada en la formación de oligómeros. Para 
ello se expresaron únicamente las parejas de 
subunidades PB1TAP/PB1, PB2TAP/PB2His y 
PATAP/PA, como se muestra en el diagrama 
de la Figura R32. Como control negativo se 
expresaron las subunidades sin la etiqueta 
TAP (PB1, PB2His y PA). Tras la purificación 
por TAP de cada pareja de subunidades se 
analizó el material eluido mediante WB con 
anticuerpos específicos que reconocían las 
tres subunidades (Figura R33). Tanto PB1 como 
PB2 fueron capaces de interaccionar in vivo 
(Figura R33, izquierda, PB1 y PB2). Sin embargo 
la proteína PA no interaccionó consigo misma 
(Figura R33, izquierda, PA). Estos resultados 
sugerían que las subunidades PB1 y PB2 
podrían estar implicadas en la formación de 











Figura R32. Diagrama de los posibles complejos for-
mados entre subunidades individuales de la polime-
rasa. La línea celular HEK-293T se co-transfectó con 
los plásmidos de expresión siguientes: A) PB1TAP+PB1 
(o PB1 como control), B) PB2TAP+PB2His (o PB2His 
como control), C) PATAP+PA (o PA como control). El 
diagrama muestra los posibles complejos formados 
en las células transfectadas.








Figura R31. Control de la posible proteólisis de la 
polimerasa viral. La línea celular HEK-293T se co-
transfectó con los plásmidos: PB1TAP+PB2+PA o 
PB1+PB2+PATAP. Se prepararon extractos celulares 
y se purificaron los complejos intracelulares median-
te el método TAP. El análisis del material purificado 
se analizó mediante WB con anticuerpos específicos 
para las subunidades PB1 y PA. A la izquierda de la Fi-
gura se muestra el anticuerpo utilizado y a la derecha 
la posición de cada proteína. ET, extracto total; E1-3, 










puede excluir que dichas interacciones sean 
mediadas por factores celulares.
3. ANÁLISIS GENÉTICO DEL 
PROCESO DE REPLICACIÓN VIRAL 
El proceso de replicación del virus de la 
gripe es llevado a cabo por la RNA polimerasa 
del virus. Se conocen varios aspectos de este 
proceso, pero hasta el momento no se sabía 
si dichos procesos requieren de interacciones 
entre distintos complejos de la polimerasa 
viral, como ocurre en otros virus. Los resultados 
presentados anteriormente indicaron que 
la polimerasa viral es capaz de formar 
oligómeros intracelularmente, de modo que 
el siguiente abordaje que nos planteamos fue 
analizar qué relevancia podrían tener estas 
interacciones polimerasa-polimerasa para la 
correcta replicación del RNA viral.
3.1 Diseño experimental 
Se diseñó un ensayo de complementación 
génica en trans para analizar los posibles 
fenómenos de interacción entre complejos 
de polimerasa viral. El ensayo se basó en un 
sistema de reconstitución de RNPs in vivo que 
permite analizar los procesos de replicación 
viral (Mena et al, 1994; Ortega et al, 2000). 
Este sistema ofrece la posibilidad de analizar 
separadamente el proceso de replicación 
del RNA frente al análisis más complejo en 
el contexto de la infección viral. Además, las 
RNPs reconstituidas in vivo se podían purificar 
preservando su actividad biológica (Area et 
al, 2004; Falcon et al, 2004). Por otro lado, se 
disponía de mutantes bien caracterizados que 
fueron descritos en el laboratorio. Existían 
mutantes puntuales en la subunidad PB2 de la 
polimerasa que no eran capaces de replicar el 
RNA viral pero que eran totalmente funcionales 
en su actividad transcripcional (Gastaminza et 
al, 2003). Del mismo modo, existían mutantes 
afectados en la actividad transcripcional pero 
inalterados en su actividad de replicación 
(Guilligay et al, 2008).
3.2 Complementación de polime-
rasas durante los procesos de repli-
cación viral: ¿es posible rescatar por 
complementación en trans una poli-
merasa deficiente en replicación? 
Con el sistema presentado anteriormente 
nos preguntamos si la actividad replicativa 
de RNPs reconstituidas con los mutantes 
deficientes en esta actividad podría ser 
rescatada en trans mediante la co-expresión 
de mutantes en transcripción. Se co-transfectó 
la línea celular HEK293T con los plásmidos que 
expresaban las subunidades PB1, PA, NP junto 
con un minireplicón viral (pHH clon23). A la 
mezcla de plásmidos se añadió el PB2 silvestre 
o mutantes puntuales de esta subunidad: 
R142A y F130A como mutantes en replicación, 














Figura R33. Análisis de la oligomerización de las 
subunidades de la polimerasa viral recombinan-
te mediante WB. Se co-transfectó la línea celular 
HEK-293T tal y como se describe en la Figura R31. 
Se prepararon extractos totales y se purificaron los 
complejos intracelulares formados por cada subuni-
dad  mediante el método TAP. El análisis del material 
purificado se realizó mediante WB con anticuerpos 
específicos para cada una de las subunidades de la 
polimerasa viral (PB1, PB2 y PA). A la izquierda de la fi-
gura se muestra el anticuerpo utilizado y a la derecha 
la posición de cada proteína. ET, extracto total; E1-3, 










o E361A como mutante en transcripción. 
Además se co-expresaron combinaciones de 
estos mutantes: R142A+E361A y F130A+E361A. 
La proteína silvestre PB2 y los mutantes en 
replicación R142A y F130A tenían fusionada en 
su extremo C-terminal la etiqueta His (PB2His, 
R142AHis y F130AHis). Como control negativo 
se expresó en paralelo PB2 sin etiqueta (ver 
diagrama de la Figura R34). Tras la expresión 
de los complejos se realizó una purificación 
por histidinas con la resina Ni++-NTA-agarosa y 
la acumulación de RNPs progenie se determinó 
mediante WB con anticuerpos específicos 
para NP. Esta aproximación permitía medir 
la capacidad de replicación de las RNPs 
reconstituidas in vivo, ya que la ausencia de 
cualquier elemento de la RNP daba lugar 
a la supresión de la acumulación de RNPs 
(Gastaminza et al, 2003), que era directamente 
proporcional a la replicación del complejo. Por 
tanto, se esperaba detectar acumulación de 
RNPs virales en los ensayos de reconstitución 
con la subunidad PB2 silvestre (PB2 y PB2His) y 
con el mutante de transcripción (E361A), pero 
no en los ensayos reconstituidos con mutantes 
de replicación (R142AHis y F130AHis). Sin 
embargo, como el mutante de transcripción no 
contenía la etiqueta His, en el material eluido 
de la resina de histidinas sólo se esperaba 
detectar RNPs en el ensayo reconstituido con 
PB2His silvestre (Figura R34), hecho que fue 
verificado experimentalmente (Figura R35). Si 
los mutantes de transcripción en PB2 habían 
sido capaces de rescatar la actividad replicativa 
en trans de los mutantes de replicación, se 
debería observar una acumulación de RNPs 
en el material purificado. Tras la co-expresión 
de ambos tipos de mutantes puntuales se 
purificaron los complejos y se observó que se 
había dado un fenómeno de complementación 
en trans (Figura R35, carriles R142AHis+E361A 
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5’3’ His His R TNP RNA PB1 y PA PB2 PB2His
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Figura R34. Diagrama de la aproximación experimental. Se transfectó la línea celular HEK293T con los plásmidos 
de expresión de un replicón de 248 nucleótidos, de NP y de varias combinaciones de las subunidades de la poli-
merasa. Las posibles RNPs formadas se muestran en el diagrama, así como también las RNPs progenie esperadas, 
dependiendo del fenotipo de los mutantes de polimerasa utilizados, y aquellos purificables por cromatografía en 










replicación fueron rescatados con el mutante 
deficiente en transcripción, aunque en el caso 
de PB2R142AHis el rescate fue un poco mejor. 
Se analizó si ocurría lo mismo con distintos 
mutantes de transcripción, y se obtuvo un 
resultado muy similar al anterior (Figura 
R38-A). Se podía concluir que la subunidad 
PB2 de la polimerasa de las RNPs rescatadas 
por complementación y purificadas eran 
los mutantes en replicación porque: a) se 
pudieron purificar por afinidad sobre Ni++-
NTA-agarosa, y b) la movilidad de PB2 en un 
gel de acrilamida era la correspondiente a 
la subunidad con la etiqueta His (Figura R37, 
comparar en el extracto celular la movilidad 
de PB2 con la de PB2His; Figura R35, comparar 
la movilidad de PB2His con la subunidad 
detectada en los puntos de R142AHis+E361 
y F130AHis+E361A). De todos modos se 
determinó el fenotipo de las RNPs rescatadas 
mediante el análisis de su actividad biológica. 
La actividad transcripcional de estas RNPs se 
ensayó in vitro usando el dinucleótido ApG o 
bien el RNA mensajero de β-globina (mRNA-β-
glob) como cebadores (Figura R36). El mRNA-
β-glob es un marcador de transcripción. Sin 
embargo, el primer ApG es únicamente un 
marcador de actividad biológica que da cuentas 
de la acumulación de RNPs. De esta medida 
se puede estimar indirectamente la actividad 
replicativa de las RNPs. El perfil de actividad 
transcripcional de las RNPs rescatadas con 
ambos cebadores fue idéntico al de las RNPs 
silvestres, lo que descartó que se tratara de 
RNPs con la polimerasa mutante E361, que es 
incapaz de utilizar el mRNA-β-globina como 
cebador. Al igual que en el ensayo anterior, se 
analizaron otros mutantes de transcripción y 
se obtuvo el mismo resultado (Figura R38-B).
Las RNPs analizadas son producto de la 
amplificación en varias rondas de replicación de 
las RNPs paternas formadas por transfección. 





















































































Figura R35. Complementación génica de 
complejos de polimerasa recombinantes 
durante la replicación viral. Se purificaron 
los complejos de RNPs progenie con la resi-
na Ni-NTA-agarosa y se analizó el material 
purificado mediante WB con anticuerpos 
específicos de NP. El panel superior mues-
tra la acumulación de NP en los extractos 
iniciales (ET) mientras que el inferior mues-
tra la acumulación de NP de las RNPs puri-
ficadas (RNPs). La parte inferior de la figura 
muestra la acumulación de NP promediada 
de tres ensayos de complementación inde-
pendientes y representados como un por-










deficiente en transcripción es capaz de llevar 
a cabo la amplificación de RNPs, ya que la 
polimerasa deficiente en replicación no es 
capaz de replicar (Gastaminza et al, 2003). Por 
tanto, se puede concluir que la acumulación 
observada de RNPs mutantes en replicación se 
debía a un fenómeno de complementación en 
trans de la replicación viral por los mutantes 
en transcripción. El ensayo no permitió revelar 
si la síntesis replicativa fue llevada a cabo por 
la polimerasa que formaba parte de las RNPs o 
por otra distinta a la residente, ya que ambos 
complejos estaban disponibles en las células 
co-transfectadas. Los resultados también 
demostraron que un complejo de polimerasa 
distinto al responsable de la síntesis del RNA 
era capaz de dirigir la encapsidación del 
producto de RNA viral. En este caso se observó 
que el producto de replicación llevado a cabo 
por la polimerasa mutante en transcripción 
podía asociarse a la polimerasa mutante en 
replicación. De hecho, la eficiencia del rescate 
obtenida fue de un 50-70% (Figura R36) lo que 
estaría de acuerdo con la posibilidad de que 
ambos tipos de polimerasa compitieran para 
asociarse al nuevo RNA, aunque sólo el 50% 
de las RNPs generadas podían ser detectadas, 
ya que contenían la etiqueta His.
Como resumen, los resultados obtenidos 
indican que el complejo de la polimerasa viral 
es capaz de complementar en trans a otros 
complejos y que la polimerasa responsable de 
encapsidar el RNA progenie es distinta de la 
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Figura R36. Fenotipo de las RNPs comple-
mentadas en trans. Las RNPs purificadas 
mostradas en la Figura R35 fueron analizadas 
mediante un ensayo de transcripción in vitro 
con los cebadores ApG (negro) y RNA mensa-
jero de β-globina (gris). En la parte superior 
de la Figura se muestran los datos obtenidos 
del phosphorimager y en la parte inferior los 
resultados se presentan como un porcentaje 





























Figura R37. Western-blot de los distintos mutantes 
de la subunidad PB2. Los extractos celulares iniciales 
se analizaron mediante WB con anticuerpos especí-
ficos de la subunidad PB2. A la derecha se indica la 

















































































































































































































































































Figura R38. Análisis de la complementación génica de complejos de polimerasa con distintos mutantes en trans-
cripción (A) y estudio del fenotipo de las RNPs complementadas en trans (B). Se analizaron nuevos mutantes en 










3.3 ¿Es la polimerasa residente en la 
RNP responsable de la síntesis del RNA 
viral progenie? 
El abordaje anterior no permitió distinguir 
qué polimerasa era responsable de la 
replicación del RNA progenie, la que forma 
parte de las RNPs u otra soluble. Para analizar 
este punto se transfectaron directamente 
RNPs purificadas conteniendo cada una 
de las mutaciones en PB2 en células que 
previamente expresaban polimerasa y NP 
(Figura R39). El rescate por complementación 
de RNPs deficientes en replicación que 
contenían la mutación R142A había permitido 
la purificación de estas RNPs (RNP142)(Figura 
R40-A). En paralelo se habían generado y 
purificado RNPs deficientes en transcripción 
con la mutación E361A (RNP361). Ambas 
RNPs se transfectaron en cultivos celulares 
que expresaban NP y polimerasa R142AHis 
(POL142) o E361AHis (POL361), y se utilizaron 
como molde para ensayos de replicación in 
vivo. Antes de la transfección de dichas RNPs 
se verificó su actividad biológica mediante un 
ensayo de actividad transcripcional in vitro 
(Figura R40-B). Como controles negativos se 
transfectaron las RNPs purificadas en células 
que habían sido previamente transfectadas 
con un plásmido pCMV vacío, o bien se 
expresaron la polimerasa y NP en ausencia 
de las RNP molde. La acumulación de RNPs 
producto de la replicación viral se analizó 
mediante una purificación con la resina Ni++-
NTA-agarosa, WB con anticuerpos específicos 
de NP y ensayos de transcripción in vitro. El 
diagrama de la Figura R41 muestra los posibles 
resultados en los casos de que la polimerasa 
residente fuera responsable de la replicación 
(replicación en cis) o fuera otra polimerasa 
distinta la responsable (replicación en trans).
En el posible caso de una replicación en cis: 
a) RNP142-POL142: Se sabe que se pueden 
rescatar virus con la mutación PB2-R142A, 
aunque el título viral era muy inferior al de 










His R His TNP PB1 y PA PB2-R142A-His PB2-E361A-His
TT- -
- -
- - - - -
His R His R His RHis T His T
His THis THis T
Figura R39. Diagrama de la aproximación experimental. Se transfectó la línea celular HEK283T con los plásmidos 
de expresión de NP y de varias combinaciones de subunidades de la polimerasa como se indica en la Figura. A las 
24 horas post-transfección, en algunos casos también se transfectaron RNPs rescatadas por complementación 
mutantes en replicación (RNP142) y RNPs mutantes en transcripción (RNP361). Las posibles RNPs progenie espe-
radas se muestran en el diagrama dependiendo del genotipo de los mutantes de polimerasa utilizados. En la parte 










tanto, las RNPs con esta mutación son capaces 
de llevar a cabo la replicación viral con niveles 
muy bajos. De hecho, la acumulación de RNPs 
in vivo con esta mutación fue indetectable 
(Figura R35 y R36). A esta replicación de fondo 
se le asigna arbitrariamente un valor 1.
b) RNP361-POL361: Tanto las RNPs 
transfectadas como la polimerasa expresada 
tendrían la capacidad de replicación intacta. A 
esta replicación usada como control positivo 
se le asigna un valor 100.
c) RNP142-POL361: Las RNPs-142 
transfectadas podrían dar lugar a una población 
muy pequeña de RNPs progenie (véase a)). 
Pero como se ha descrito en el apartado 
anterior, el RNA progenie sería encapsidado 
por un complejo de polimerasa distinto al 
que lo replica, por tanto sería posible que se 
generaran RNPs-361, aunque la acumulación 
sería indetectable. En una segunda ronda de 
replicación estas RNPs tendrían la capacidad 
de replicar, aunque no se podrían igualar los 
niveles de acumulación de RNPs obtenidos 
en el caso b). A este nivel de replicación se le 
asigna arbitrariamente el valor de 10.
En el posible caso de una replicación en 
trans:
a) RNP142-POL142: Al igual que antes, la 
acumulación de RNPs progenie predicha sería 
de 1. 
b) RNP361-POL361: Así mismo, la 
acumulación de RNPs progenie predicha sería 
de 100.
c) RNP142-POL361: En el caso de una 
replicación en trans, la polimerasa responsable 
de llevar a cabo la replicación sería mutante 
en transcripción, pero no en replicación. Por 
tanto, aunque las RNPs que actuarían como 
molde serían distintas en los casos b) y c), la 
acumulación de RNPs progenie por replicación 
sería indistinguible en ambos casos, y la 
acumulación predicha sería 100.
Los cultivos celulares que expresaron la 
polimerasa E361His y NP (POL361) y que 
fueron transfectados con RNPs-E361AHis 
(RNP361) fueron el control positivo del ensayo 
(Figura R41-C, RNP361-POL361). No se observó 
NP en los controles donde se transfectaron 
RNPs mutantes en células que expresaban el 
plásmido vacío (CMV) (Figura R41-C, RNP142-
Figura R40. Diagrama de las 
distintas posibilidades de re-
plicación en cis y en trans. El 
esquema muestra tanto los 
complejos de polimerasa so-
luble presentes en los cultivos 
como las RNPs transfectadas. A 
modo de resumen se muestran 
dos ciclos de replicación viral. 
La predicción de la acumulación 
de RNPs progenie se muestra en 
cada caso a la derecha de cada 






























































































CMV y RNP361-CMV). Los niveles detectados de 
NP en los ensayos de expresión de polimerasa 
mutante y NP en ausencia del genoma viral 
(POL142 y POL361) definieron los niveles de 
unión inespecífica de NP a la resina de Ni++-
NTA-agarosa, es decir, los niveles de fondo del 
ensayo (Figura R41-C, POL142 y POL361). La 
transfección de RNPs mutantes en replicación 
(RNP142) en células que expresaban la misma 
polimerasa mutante (POL142) y NP no dio lugar 
a RNPs progenie ya que no incrementaron los 
niveles de NP detectados respecto al fondo 
(Figura R41-C, RNP142-POL142). Sin embargo 
se detectaron niveles de NP cercanos a los del 
control en los casos donde las RNPs mutantes 
en replicación (RNP142) se transfectaron en 
células que expresaban polimerasa mutante 
en transcripción (POL361) y NP (Figura R41-C, 
RNP142-POL361). Por tanto los resultados 
sugerían que la replicación viral ocurre en 
trans. El fenotipo de las RNPs purificadas 
se verificó mediante ensayos de actividad 
transcripcional (Figura R42). Mediante el 
uso del cebador ApG se analizó de nuevo la 
acumulación de RNPs progenie mientras que 
con el RNA mensajero de β-globina se analizó 
la actividad de cap-snatching de las RNPs. Los 
niveles de actividad transcripcional detectados 
en todos los controles (RNP142-CMV, RNP361-
CMV, POL142, POL361 y RNP142-POL142) 
fueron indetectables. Sin embargo los niveles 
de actividad de los ensayos RNP361-POL361 
y RNP142-POL361 con ApG fueron mucho 
mayores que con el mRNA-β-globina, lo que 
indicó que las RNPs progenie contenían la 
polimerasa POL361 mutante de transcripción. 
La menor acumulación de RNPs en el caso 
RNP142-POL361 podría ser debido a que las 
cantidades de RNPs transfectadas no eran 
iguales en ambos casos. La concentración de 
RNP142 rescatadas por complementación 
y purificadas era menor que la de RNP361. 
Estos resultados indicaron que una 
polimerasa distinta a la que forma la RNP era 
la responsable de la síntesis replicativa del 
RNA progenie y a la encapsidación del nuevo 
RNA sintetizado. Como se ha comentado 































































































Figura R41. Replicación en trans de RNPs llevada a 
cabo por el complejo soluble de polimerasa viral. 
(A) Análisis de la acumulación de RNPs purificadas 
por Ni-NTA-agarosa mediante WB con anticuerpos 
específicos de PB2 y NP. A la derecha se muestra la 
posición de las proteínas detectadas. (B) Actividad 
transcripcional de las RNPs-142 rescatadas por com-
plementación y de las RNPs-361.  (C) Se purificaron 
los complejos de RNPs progenie con la resina Ni-NTA-
agarosa y se analizó el material purificado mediante 
WB con anticuerpos específicos de NP y PB2. El panel 
superior muestra la acumulación de NP en los extrac-
tos iniciales (ET) mientras que el inferior muestra la 
acumulación de NP de las RNPs purificadas (RNPs). La 
parte inferior de la figura muestra la acumulación de 
NP promediada de dos ensayos de complementación 











tras una reconstitución son vRNPs, es decir, 
las RNPs progenie. Para demostrar que los 
fenómenos de complementación intragénica 
ocurrían durante la síntesis del vRNA progenie 
se determinó la naturaleza del RNA de las 
RNPs obtenidas por complementación 
(mostradas en la Figura R42). Además de 
analizar el RNA de las RNPs obtenidas como 
en el ensayo mostrado en la Figura R42, se 
analizó también el de las RNPs obtenidas tras 
la transfección de RNPs-361 en células que 
expresaban POL-142. Tras la purificación de 
RNPs obtenidas por complementación se aisló 
en RNA y se analizó mediante la hibridación 
dot-blot con ribosondas de polaridad positiva 
y negativa que comprenden la secuencia 
de NS (Materiales y Métodos, apartado 2). 
Los resultados del análisis del RNA (Figura 





































































































Figura R42. Fenotipo de las RNPs complementadas 
en trans. Las RNPs purificadas mostradas en la Fi-
gura R41 fueron analizadas mediante un ensayo de 
transcripción in vitro con los cebadores ApG (negro) y 
RNA mensajero de β-globina (gris). En la parte supe-
rior de la figura se muestran los datos obtenidos del 
phosphorimager y en la parte inferior los resultados 
se presentan como un porcentaje del valor máximo y 
representan la media de dos experimentos indepen-
dientes.





















































































































Figura R43. Determinación de la polaridad del RNA 
aislado de las RNPs producto de la complementa-
ción. Se realizó un ensayo igual al mostrado en la 
Figura R42 en el que se añadió el  punto RNP361-
POL142. Se aisló el RNA de las RNPs purificadas y se 
llevó a cabo una hibridación por dot-blot utilizando 
ribosondas específicas tanto para la polaridad posi-
tiva como para la negativa del pseudo-genoma NS 
(clon 23). (A) Controles de la hibridación. Hibridación 
de las ribosondas con el plásmido pHHclon23 (control 
positivo) y con RNA de levadura (control negativo). 
En la parte superior de la figura se muestra la can-
tidad de muestra cargada en el filtro (103, 102, 101 y 
100 ng).  (B) Hibridación de las ribosondas con el RNA 
aislado de las RNPs producto de la complementación. 
En la parte superior de la figura se muestran los datos 
obtenidos del phosphorimager y en la parte inferior 
los resultados se presentan como un porcentaje del 
valor máximo. A la izquierda se muestra la riboson-
da utilizada: vRNA (que detecta el RNA de polaridad 











del ensayo de complementación contenían 
mayoritariamente vRNA. Sin embargo, las 
RNP-361, que son activas en replicación, en 
presencia de una polimerasa deficiente en 
esta función no son capaces de replicar. Los 
niveles de vRNA son casi nulos y los niveles 
de cRNA son más bajos que en el caso de 
RNP361-POL361. Por tanto los resultados son 
compatibles con un modelos de replicación de 
vRNA a cRNA y de cRNA a vRNA en trans.
Los resultados presentados demuestran 
que tres complejos de polimerasa intervienen 
durante la replicación del RNA viral. Llamamos 
a la polimerasa 1 aquella que forma parte de 
la RNP paterna, también llamada polimerasa 
residente. El RNA de la RNP es replicado por 
una polimerasa soluble que nombramos como 
polimerasa 2. Se trata de una polimerasa 
no residente distinta de la que forma la RNP 
paterna. Por último el RNA de nueva síntesis es 
encapsidado por una tercera polimerasa que 
nombramos como polimerasa 3. Esta última 
es no residente y distinta de la polimerasa 
2. La intervención de tres polimerasas en el 
proceso de replicación podría ser la base de los 
fenómenos observados de complementación 













DOS EL CICLO INFECTIVO DEL VI-
RUS DE LA GRIPE
1. Identificación de factores ce-
lulares asociados a la polimera-
sa viral
Los virus son parásitos intracelulares obliga-
dos debido a la limitada información genética 
que contienen.  El virus de la gripe expresa so-
lamente once proteínas y por ello requiere la 
participación de factores celulares para llevar 
a cabo los procesos de replicación y transcrip-
ción viral, expresión génica y transporte intra-
celular de estructuras virales. Además modi-
fica e interfiere con proteínas celulares con 
el fin de bloquear la respuesta antiviral de la 
célula hospedadora. Actualmente se dispone 
de una larga lista de proteínas celulares que 
son capaces de interaccionar con elementos 
virales (Anexo 1.1), pero sin embargo se des-
conoce el significado funcional de la mayoría 
de las interacciones caracterizadas. 
A lo largo de los años se han descrito nuevas 
técnicas, y las existentes han sufrido mejoras 
experimentales, que han permitido ir avanzan-
do en el estudio de factores celulares necesa-
rios para la replicación viral. Los trabajos más 
antiguos abordaron este objetivo mediante 
la técnica de doble híbrido utilizando como 
cebo las proteínas virales PA, NS1, NP y PB1 
(Falcón et al, 1999; Honda et al, 2007; Huarte 
et al, 2001; O’Neill & Palese, 1995). Esta téc-
nica permite la identificación de factores que 
interaccionan de modo tanto estable como 
transitorio. Sin embargo, es posible que mo-
dificaciones  post-transcripcionales  o post-
traduccionales  hagan que un determinado 
factor ya no sea de utilidad para el virus. Tam-
bién se identificaron factores implicados en la 
replicación viral mediante el fraccionamiento 
bioquímico y complementación (Momose et 
al, 1996; Shimizu et al, 1994). Así, se estudió 
la actividad replicativa de vRNPs purificadas 
de viriones suplementadas con extractos nu-
cleares de células no infectadas (producto de 
un fraccionamiento bioquímico), y se identifi-
caron fracciones celulares capaces de activar 
la síntesis viral. A partir de este momento se 
planteó la necesidad de realizar un abordaje 
más genérico, y durante la realización de esta 
Tesis, varios grupos hemos analizado comple-
jos proteicos purificados por cromatografía 
de afinidad, en combinación con técnicas de 
identificación de proteínas por espectrome-
tría de masas (Engelhardt et al, 2005; Mayer 
et al, 2007). Este abordaje permite tanto la 
purificación de complejos intracelulares como 
su caracterización. Sin embargo, sólo permite 
la identificación de factores celulares asocia-
dos de modo estable, ya que las interaccio-
nes transitorias difícilmente son detectadas. 
Recientemente, otros grupos han realizado 
un análisis más general basado en la genera-
ción de un minireplicón de gripe en levaduras 
(Naito et al, 2007a), de las que se dispone una 
genoteca de mutantes que cubre el 85% de 
sus genes. La levadura ofrece la ventaja de ser 
un organismo eucariota sencillo con una baja 
complejidad génica, pero es filogenéticamen-
te distante de la célula hospedadora normal. 
Finalmente, tras la consolidación de las técni-
cas de silenciamiento génico, Kawaoka y cols. 
han puesto a punto un sistema de análisis de 
factores necesarios para la replicación me-
diante RNA interferente. El sistema modelo es 
Drosophila melanogaster, y se ha analizado la 
estimulación o inhibición de la replicación viral 
tras el silenciamiento de alrededor del 90% de 
sus genes (Hao et al, 2008). Se trata sin duda 
de nuevos abordajes que permitirán la identi-
ficación de factores hasta ahora desconocidos 
como moduladores de la replicación viral.
Para el estudio de las relaciones estableci-
das por el virus de la gripe con la célula hos-
pedadora se analizaron las interacciones de la 








ello se sobre-expresó una polimerasa viral re-
combinante mediante la transfección de los 
cDNAs de sus subunidades, de las cuales una 
contenía una etiqueta TAP. La purificación por 
TAP permite preservar muchas de las interac-
ciones establecidas entre proteínas. La con-
dición ideal hubiera sido la disponibilidad de 
un virus recombinante que tuviera la etiqueta 
TAP en alguna subunidad de la polimerasa, 
pero en el laboratorio no fue posible rescatar 
dicho virus (A. Falcón, resultados no publica-
dos). Existen varias evidencias que apoyan la 
correcta formación del complejo recombinan-
te in vivo: a) El análisis de la purificación mues-
tra la copurificación de las tres subunidades 
(Figura R4); b) La actividad biológica de RNPs 
reconstituidas con la etiqueta TAP en la subu-
nidad PB1 es del nivel de las silvestres (Figura 
R3 y resultados previos del laboratorio (Area 
et al, 2004)). A pesar de que el complejo dele-
cionado de polimerasa 256TAP no es capaz de 
llevar a cabo la síntesis de RNA in vivo, mantie-
ne la capacidad de unir el RNA viral de modo 
específico (Torreira, 2006); c) La mayor parte 
del complejo purificado tiene un tamaño com-
patible con  el esperado para la polimerasa 
viral (Figura R28). La identificación de las pro-
teínas presentes en los complejos purificados 
se llevó a cabo mediante espectrometría de 
masas MALDI-TOF (Tabla R1 y R2). Entre los 
factores identificados se encuentran proteí-
nas nucleares implicadas en metabolismo del 
RNA y proteínas citosólicas de transporte ce-
lular y traducción, lo que estaría de acuerdo 
con la localización nuclear de los procesos de 
replicación del virus y la naturaleza de su ge-
noma. No se identificaron factores celulares 
ya descritos en otros trabajos, pero se de-
tectó la presencia de la RNAPII mediante WB 
(Figura R10). Es posible que la interacción de 
factores como hCLE o Hsp90 entre otros, sea 
débil o transitoria, por lo que no esperaríamos 
detectarlos mediante esta aproximación. To-
dos los factores identificados podrían estar 
implicados en el ciclo de la infección viral ya 
que la mayoría interviene en el metabolismo 
del RNA. Durante la infección con gripe no se 
altera ni el patrón de expresión de los factores 
celulares analizados (Figura F11) ni tampoco 
su localización celular (Figuras F12 y F13), a di-
ferencia de lo que ocurre en otras infecciones 
virales. Sin embargo, dado que los procesos 
de replicación y transcripción virales ocurren 
en el núcleo, las RNPs del virus colocalizan en 
este compartimento a tiempos tempranos con 
los factores hnRNPM, DDX5, SFPQ y NXP2 (Fi-
gura F14). A tiempos más tardíos las RNPs co-
localizan con el factor DDX3 en el citosol. No 
obstante, mediante ensayos de silenciamien-
to génico se ha observado que los factores hn-
RNPM, DDX5 y DDX3 no son imprescindibles 
para el ciclo viral, mientras que la ausencia del 
factor SFPQ afecta notablemente la viabilidad 
viral (Figuras R17-21). La función que podrían 
ejercer estos factores durante la infección vi-
ral se discute a continuación.
2. Estrecha relación entre la 
expresión génica viral y celular
Los virus de la gripe llevan a cabo los pro-
cesos de replicación y transcripción en el nú-
cleo de la célula infectada. Ambos procesos 
son realizados por una RNA polimerasa RNA 
dependiente codificada por el virus. Mien-
tras que la replicación es una síntesis de novo 
a partir del molde viral, la transcripción re-
quiere de un cebador que el virus roba de los 
mensajeros celulares. Los mRNAs virales, igual 
que los celulares, sufren modificaciones post-
transcripcionales: tienen un extremo 5’ cap 
(que proviene de los mRNAs celulares), una 
cola poliA sintetizada por la polimerasa viral, y 
algunos mRNAs son procesados por la maqui-
naria celular de splicing. De modo que el virus, 
que codifica un total de once proteínas, ne-
cesita la acción numerosos factores celulares 
para la correcta expresión génica, que implica 










transporte de mRNAs y traducción viral.
2.1. ¿Dónde ocurre la síntesis de RNA 
viral? ¿Tiene lugar en asociación con la 
RNAPII celular?
A día de hoy se sabe que el virus de la gripe 
es uno de los pocos virus RNA capaces de lle-
var a cabo su ciclo replicativo en el núcleo de 
la célula infectada. Sin embargo, a pesar de los 
numerosos estudios realizados, no se sabe con 
exactitud la localización nuclear de dichos pro-
cesos. Tal y como se ha comentado anterior-
mente, la polimerasa viral sintetiza el mRNA y 
el cRNA a partir del mismo molde vRNA pater-
no mediante dos mecanismos distintos de ini-
ciación y terminación (Palese & Shaw, 2007). 
Para los procesos de transcripción el virus de-
pende de la síntesis celular de mRNAs con es-
tructuras 5’ cap que la polimerasa roba y corta 
para ser utilizados como cebadores. La sínte-
sis de mRNAs celulares es llevada a cabo por 
la RNAPII, que se encuentra en el núcleo de la 
célula en complejos macromoleculares en los 
que se encuentran factores de transcripción, 
factores de procesamiento post-transcripcio-
nal, y estructuras de cromatina. El procesa-
miento post-transcripcional, que incluye el ca-
pping, el splicing y la poliadenilación, ocurren 
de manera co-transcripcional en el núcleo ce-
lular. Además estos procesos están acoplados 
a la exportación de los mensajeros celulares 
para su posterior traducción. Es por ello que 
la idea de que los procesos de síntesis virales 
ocurran en las zonas transcripcionalmente 
activas de la célula resulta muy atractiva. De 
hecho, hace ya muchos años se propuso que 
la síntesis viral ocurre en zonas fijas del núcleo 
(Jackson et al, 1982), y de modo más reciente 
se ha visto que la RNAPII colocaliza con la po-
limerasa viral (Engelhardt et al, 2005). Otros 
datos que apoyan estos resultados confirman 
que las vRNPs se encuentran asociadas a frac-
ciones insolubles del núcleo (López-Turiso et 
al, 1990; Takizawa et al, 2006), es decir a ma-
triz nuclear, y concretamente a zonas trans-
cripcionalmente activas de la cromatina (Chan 
et al, 2006; Takizawa et al, 2006). Se ha pro-
puesto que esta interacción está mediada por 
NP tras la observación de una interacción in 
vitro con nucleosomas (Garcia-Robles et al, 
2005), aunque en el laboratorio de A. Nieto 
también se ha descrito la asociación de un re-
modelador de cromatina, CHD6, con la subuni-
dad PA de la polimerasa (datos no publicados). 
Entre las proteínas identificadas asociadas a la 
polimerasa viral en esta Tesis, se encuentra la 
proteína de matriz nuclear NXP2 (Figura R7). 
Este factor de transcripción tiene dominios 
de unión a RNA, a matriz nuclear y a proteínas 
(Kimura et al, 2002) y podría ejercer un papel 
como proteína adaptadora entre la RNP viral y 
la matriz nuclear ya que NXP2 colocaliza en el 
núcleo con las RNPs durante las primeras eta-
pas de la infección (Figura F14).
La asociación de la polimerasa con la RNAPII 
podría estar facilitando el acceso a los pre-
mRNAs que se están sintetizando. La polime-
rasa viral es capaz de utilizar como molde un 
mRNA totalmente procesado, sin embargo 
este RNA en la célula se encuentra en forma 
de mRNP y quizás no sería accesible. Además, 
la interacción con la RNPII podría suponer el 
acercamiento de muchos factores celulares. 
La proteína hCLE es un factor de transcrip-
ción celular (Perez-Gonzalez et al, 2006) que 
interacciona con la polimerasa viral (Huarte 
et al, 2001) y a su vez con la RNAPII. Se ha 
propuesto que este factor podría mediar la 
interacción entre ambas polimerasas. Resul-
tados de esta Tesis muestran que los factores 
hnRNPM, DDX5 y SFPQ interaccionan con la 
polimerasa viral (Figura F7) y colocalizan con 
las RNPs durante las primeras etapas de la 
infección viral (Figura F14). Las tres proteínas 
tienen en común que están implicadas en la 
transcripción celular e interaccionan con la 
RNAPII o con sus productos. hnRNP M es una 








de la RNAPII (Kafasla et al, 2002) y está impli-
cada en la regulación del splicing (Hase et al, 
2006). La proteína multifuncional SFPQ está 
implicada en transcripción celular y splicing. 
Las proteínas SFPQ y NonO presentan una 
gran homología entre ellas y son factores de 
unión a DNA y a RNA que forman un heterodí-
mero multifuncional (Revisado en Shav-Tal et 
al.(Shav-Tal & Zipori, 2002)). Están implicadas 
en procesos nucleares como la regulación de 
la transcripción (Emili et al, 2002; Mathur et 
al, 2001; Rosonina et al, 2005; Tapia-Paez et 
al, 2008; Urban et al, 2002; Wu et al, 2006), 
en el procesamiento del RNA, en la retención 
de mRNAs editados, en la relajación del DNA 
y en la tumorgénesis. Este factor es necesario 
para la terminación de transcritos de la RNAPII 
ya que interacciona con la exonucleasa XRN2 
(Kaneko et al, 2007), y es capaz de interac-
cionar fuertemente con el CTD de la RNAPII, 
lo que incrementa los niveles de splicing y 
de procesamiento del extremo 3’ de los pre-
mRNAs (Rosonina et al, 2005). DDX5 es una 
helicasa de RNA (Hirling et al, 1989) pertene-
ciente a la familia de las DEAD box, y junto con 
DDX17 están implicadas en la proliferación y 
diferenciación celular. Es un regulador trans-
cripcional que actúa como co-activador o 
como co-represor dependiendo del contexto 
del promotor y del complejo transcripcional 
en el que se encuentre (Bates et al, 2005; Ca-
retti et al, 2007; Endoh et al, 1999; Jensen et 
al, 2008; Metivier et al, 2003; Rossow & Jank-
necht, 2003; Watanabe et al, 2001; Wilson et 
al, 2004). Además forma parte del complejo 
Drosha en ratón y está implicada en el proce-
samiento primario de miRNAs y rRNAs (Fukuda 
et al, 2007). Una de las funciones que podrían 
desempeñar estas proteínas durante el ciclo 
viral es la de mediar la aproximación entre la 
transcripción viral y celular. Sin embargo, son 
proteínas con múltiples funciones y podrían 
estar implicadas en otros procesos virales que 
se comentan a continuación.
El virus, a diferencia de otros, no codifica 
ninguna helicasa de RNA. El genoma del virus 
se encuentra protegido por moléculas de NP 
a lo largo de toda su longitud con excepción 
de sus extremos, los cuales presentan una 
estructura secundaria protegida por la RNA 
polimerasa. Durante los procesos de replica-
ción y transcripción el virus podría necesitar 
una helicasa que remodelara constantemente 
las interacciones RNA-proteína o RNA-RNA. 
La helicasa celular UAP56 y la proteína Tat-
SF1, dos estimuladores de la síntesis viral, son 
factores necesarios para la interacción de NP 
con el RNA de nueva síntesis para la correcta 
formación de las RNPs (Momose et al, 2001; 
Naito et al, 2007a), y ambas interaccionan con 
la RNPII (Fong & Zhou, 2001; Li et al, 2005a). 
DDX3 y DDX5 son dos RNA helicasas depen-
dientes de ATP identificadas en esta Memoria 
asociadas la polimerasa viral. Son componen-
tes de la familia de proteínas DEAD-box impli-
cadas en la remodelación de estructuras de 
RNA, y en concreto de dúplex cortos de RNA. 
Estas proteínas podrían ejercer una función 
en la reorganización de la RNP para facilitar la 
síntesis viral. De hecho, DDX5 es reclutada por 
la polimerasa de HCV al complejo de replica-
ción y se cree que podría facilitar el desenro-
llamiento del RNA del virus. Dado que DDX5 
tiene un papel importante en el reclutamiento 
de componentes específicos de la maquinaria 
transcripcional y facilita la formación y esta-
bilización del complejo de iniciación en genes 
como MyoD y RunX2 (Caretti et al, 2007), para 
HCV podría suponer el acercamiento al resto 
de factores transcripcionales celulares (Goh 
et al, 2004). Ensayos de silenciamiento génico 
muestran que DDX5 no es un factor esencial 
para el crecimiento del virus de la gripe (Fi-
gura F17) ya que el título viral apenas baja 10 
veces. Este descenso de la infectividad viral no 
es muy significativo en la infección en cultivos 
celulares, sin embargo en el entorno ecológico 
del virus podría suponer un impedimento para 








que tener en cuenta que DDX5 tiene funciones 
redundantes con otro miembro de la misma 
familia, DDX17, por lo que habría que silenciar 
génicamente ambas proteínas para ver si real-
mente es importante para el ciclo viral, como 
ocurre en el caso de la biogénesis de riboso-
mas (Fuller-Pace & Ali, 2008; Jalal et al, 2007). 
La helicasa DDX3 colocaliza con las RNPs en 
el citoplasma a tiempos tardíos (Figura F14), 
por lo que resulta difícil pensar que esté impli-
cada en la síntesis del RNA viral. Sin embargo 
es una proteína de transporte núcleo-citosol 
(Yedavalli et al, 2004) (shuttling protein) y su 
función se discutirá más adelante. 
En conjunto, los datos presentados en esta 
Tesis y los ya publicados apuntan a que los 
procesos de replicación y transcripción viral 
ocurren en íntima asociación con el transcrip-
toma celular.
2.2. Splicing y exportación de los 
mRNAs virales. ¿Cómo se exportan del 
núcleo los mRNAs virales que no son 
procesados por la maquinaria celular 
de splicing?
Para la correcta expresión de las proteínas 
codificadas por los segmentos virales 7 y 8 los 
mRNAs deben ser procesados post-transcrip-
cionalmente (Inglis et al, 1979; Inglis & Brown, 
1981; Lamb & Choppin, 1981; Lamb et al, 1980). 
Es la maquinaria de splicing celular la que lleva 
a cabo la eliminación de intrones virales y es 
un proceso muy regulado durante la infección 
(Palese & Shaw, 2007; Valcárcel et al, 1991). 
Sin embargo NS1 tiene un papel inhibitorio en 
la regulación del splicing: inhibe el splicing de 
pre-mRNAs celulares (Fortes et al, 1994; Ne-
meroff et al, 1998; Qiu et al, 1995) y el de su 
propio mRNA (Garaigorta & Ortin, 2007). Los 
fenómenos de splicing celular y transcripción 
están acoplados co-transcripcionalmente, por 
lo que los complejos macromoleculares están 
formados por múltiples proteínas implicadas 
en regulación de la transcripción, factores de 
splicing, de poliadenilación, etc. La polimera-
sa viral regula el sitio de splicing del segmento 
M (Shih et al, 1995) y se han descrito varios 
factores implicados en splicing asociados a la 
polimerasa. Sin embargo, el factor de splicing 
UAP56 no afecta a la regulación del splicing de 
los mRNAs virales, sino que ejerce una función 
de chaperona de NP (Momose et al, 2001). De 
los factores identificados en esta Tesis, las 
proteínas hnRNPH1, hnRNPM, DDX3, DDX5, y 
SFPQ forman parte de complejos de splicing 
celular. Las hnRNPs unen los pre-mRNAs na-
cientes de la RNAPII y la mayoría regulan o 
participan en el control del splicing (Venables 
et al, 2008) aunque cada una de ellas afecta 
a genes distintos. hnRNPH1 está implicada en 
la regulación del splicing alternativo y puede 
tener actividad estimuladora o represora de-
pendiendo del contexto en el que se encuen-
tre (Black, 2003). De hecho este factor tiene 
un papel modulador del splicing de HIV (Ca-
puti & Zahler, 2002). hnRNPM puede promo-
ver la inclusión o el salto de algunos exones 
alternativos (Hovhannisyan & Carstens, 2007; 
Venables et al, 2008), y forma parte de los 
complejos tanto antes del splicing (pre-spli-
ceosoma) como en etapas posteriores (Hase 
et al, 2006; Kafasla et al, 2002). La proteína 
DDX3 también se encuentra formando parte 
del spliceosoma (Liu, 2002; Merz et al, 2007; 
Zhou et al, 2002), y DDX5 se cree que es un 
adaptador entre la transcripción y el splicing, 
y es un factor  esencial para este proceso (Au-
boeuf et al, 2002; Camats et al, 2008; Guil et 
al, 2003; Liu, 2002; Merz et al, 2007; Neubauer 
et al, 1998). A pesar de las implicaciones de 
todos estos factores en splicing, la ausencia de 
los mismos no afecta la relación de expresión 
viral entre las proteínas M1/M2 (Figura F19), 
por lo que estos factores deben de estar im-
plicados en otras etapas virales. Finalmente, 
SFPQ está también implicada en este proceso 
post-transcripcional (Patton et al, 1993; Peng 
et al, 2006) y se ha sugerido que ejerce una 








y el splicing, ya que es reclutada a zonas de 
promotores activos (Rosonina et al, 2005). A 
pesar de ser un factor importante para el ci-
clo viral (Figuras F17-19) SFPQ tampoco está 
implicada en el splicing viral (Figura F19). Hay 
que destacar que SFPQ está implicada en el 
procesamiento post-transcripcional de HBV 
incrementando o favoreciendo el splicing 
(Heise et al, 2006).  En HIV ejerce una fun-
ción totalmente opuesta. Los mRNAs que no 
han sufrido splicing o lo han hecho de forma 
parcial contienen una señal de inestabilidad 
(INS) en cis. SFPQ se une a estos elementos 
y secuestra a los mRNAs virales de las vías 
productivas como el splicing y la exportación 
del núcleo. De este modo los RNAs son de-
gradados (Zolotukhin et al, 2003). SFPQ tam-
bién se une a los RNAs de ambas polaridades 
de HDV, pero todavía no se sabe que función 
ejerce sobre el ciclo viral (Greco-Stewart et al, 
2007; Greco-Stewart et al, 2006). Por tanto, 
los factores descritos, que no intervienen en 
el procesamiento post-transcripcional de los 
mRNAs virales, podrían establecer un puen-
te entre las polimerasas viral y celular o bien, 
como se comentará a continuación, un  puen-
te entre la transcripción viral y la exportación 
de los mRNAs.
El procesamiento post-transcripcional celu-
lar está acoplado a la exportación del núcleo 
de los mRNAs maduros para su posterior tra-
ducción en el citosol. Los mRNAs celulares 
sufren un control exhaustivo antes de ser ex-
portados, y aquellos que contienen intrones 
son degradados por la maquinaria celular. 
Todavía no se conoce cómo los mRNAs vira-
les, que no contienen intrones o que han sido 
procesados parcialmente, pueden ser expor-
tados por la maquinaria celular evadiendo su 
degradación. La proteína TAP/p15 (también 
conocida como NXF1-NXT1) es el principal re-
ceptor implicado en la exportación de mRNAs 
celulares. El receptor CRM1 es menos general 
y es responsable de la exportación de mRNAs 
que contienen elementos AREs. Las proteínas 
ALY/REF y SRs son adaptadores que unen los 
mRNAs, y finalmente el complejo TREX inte-
gra los procesos de biogénesis y exportación 
de mRNAs (Revisado en Köhler et al. (Kohler 
& Hurt, 2007)). Hasta el momento se sabe 
que la exportación de mRNAs virales es inde-
pendiente de CRM1 (Elton et al, 2001), es de-
pendiente de la actividad de la RNPII excepto 
para los mRNAs de NEP y NP (Amorim et al, 
2007), y están implicadas las proteínas NS1 y 
TAP/p15 (Wang et al, 2008). Sin embargo, NS1 
inhibe la exportación de mRNAs a través del 
secuestro de TAP-p15 (Satterly et al, 2007), 
por lo que seguramente NS1 ejerce distintas 
funciones reguladoras a distintos tiempos de 
infección. El hecho de que mRNAs virales que 
no contienen intrones puedan interaccionar 
con el complejo de exportación TAP-p15 es 
sorprendente porque no son accesibles a la 
maquinaria de splicing celular que posterior-
mente se asocia a TAP-p15. Sin embargo otros 
virus utilizan la misma vía de exportación. 
HSV exporta sus mRNA sin intrones median-
te la interacción de TAP-p15 con el factor viral 
ICP27 (Sandri-Goldin, 2004), y los retrovirus 
tipo D exportan sus mRNAs a través de una 
secuencia en cis muy estructurada (CTE) a la 
que se une TAP-p15 (Sandri-Goldin, 2004). Los 
mRNAs de HIV que contienen intrones son ex-
portados gracias a la vía RRE-Rev-CRM1 en la 
que la proteína DDX3 es esencial (Yedavalli et 
al, 2004). Sin embargo, parece que en gripe 
DDX3 no tiene un papel en la exportación de 
mRNAs ya que su ausencia no altera los nive-
les de expresión de las proteínas virales (Figu-
ra R19). DDX3 interacciona con el factor TAP y 
regula la traducción de mRNAs que contienen 
un extremo 5’UTR largo o estructurado (Lai et 
al, 2008), por lo que podría estar implicada en 
la exportación o traducción de mRNAs virales 
sin ser esencial, y aunque estos no cumplan di-
chas condiciones. SFPQ, DDX5, hnRNPM y hn-
RNPH1 podrían ejercer un papel de proteínas 








y exportación ya que muchas de ellas se han 
encontrado formando parte del splicesoma, 
de gránulos de transporte de RNA y de mRNPs 
(Chen et al, 2007; Elvira et al, 2006; Kanai et al, 
2004; Merz et al, 2007) (Figura D1). 
Muchos de los factores identificados en 
esta Tesis están presentes en varios com-
plejos implicados en el metabolismo de RNA 
(Figura D2). Esto podría apuntar a que no to-
dos tienen una función específica durante el 
ciclo viral, siendo posible que algunas tengan 
únicamente una función adaptadora para 
posicionar al complejo viral en regiones con 
enriquecimiento de ciertos factores celula-
res. Además, si se analizan los factores que 
en otros trabajos se han identificado asocia-
dos a proteínas virales como Staufen (Falcón 
et al, 1999) (S. de Lucas, datos no publicados), 
hCLE (Huarte et al, 2001), UAP56 (Momose et 
al, 2001) y proteínas ribosomales (Mayer et 
al, 2007) entre otras, se observa que también 
forman parte de los complejos descritos (Figu-
ra D2). De hecho, proteínas virales de HIV, HCV 
entre otros, interaccionan con varios de estos 









































Figura D1. Asociación entre la polimerasa viral y los complejos de RNPs celulares. Los mRNAs celulares están pro-
tegidos a lo largo de todo su procesamiento por proteínas que conforman las RNPs. La composición de estas RNPs 
es variable según el punto de procesamiento en el que se encuentre el RNA y según su destino celular. En el diagra-
ma se muestra en líneas generales el procesamiento y exportación de un mRNA celular. A la derecha se muestran 
los factores celulares identificados en esta Tesis asociados a la polimerasa viral, los cuales podrían ejercer de pro-








anteriores (Figura D2), aunque la función que 
ejercen durante la infección varía dependien-
do del virus. La región 3’ UTR del RNA del vi-
rus de la hepatitis C interacciona con muchos 
de los factores descritos en esta memoria, y 
entre ellos, DDX5 es esencial para la síntesis 
viral (Harris et al, 2006). Es posible que varios 










































































Chen et al 2007 Merz et al 2007
Figura D2. Relación entre las distintas RNPs celulares. El esquema muestra la composición de tres RNPs celula-
res distintas implicadas en transporte de RNA y splicing. La composición de cada complejo se ha obtenido de un 
único trabajo. Cabe destacar que la composición puede cambiar entre distintos trabajos. De las RNPs solamente 
se muestran aquellas proteínas que han sido identificadas asociadas a proteínas virales, y en verde se muestra su 
presencia en cada uno de los complejos. A la derecha de cada factor se indica a qué  proteínas de gripe se asocia, y 
con qué otros virus interacciona. Los factores celulares se han coloreado según su función: en naranja factores de 
splicing, en rojo helicasas, en azul claro proteínas de unión a RNA (hnRNPs), en verde proteínas de transporte de 
RNA, en violeta componentes de la maquinaria de exportación nuclear, y en negro proteínas ribosomales y otras 
funciones.
Elvira G et al. (2006) Mol Cell Proteomics 5, 635-651.
Kanai Y, Dohmae N, & Hirokawa N (2004) Neuron 43, 513-525.
Chen YI et al. (2007) Nucleic Acids Res 35, 3928-3944.








acercamiento a complejos celulares. Cabe 
destacar que los mRNAs celulares están en 
forma de mRNPs cuya composición varía a lo 
largo de todo su recorrido y según su destino 
celular, por lo que gripe podría unirse prefe-
rencialmente a unas u otras. Por ejemplo, los 
complejos que contienen DDX1 y DDX3 van 
asociados a ribosomas mientras que los for-
mados por DDX1 y hCLE no los llevan (Miller 
et al, 2009). 
Es muy probable que muchas de las proteí-
nas identificadas solo tengan un papel adap-
tador, lo que explicaría que su ausencia no 
afecte al ciclo viral. El factor SFPQ sí parece 
ser esencial, por lo que habrá que realizar más 
estudios para revelar su función durante el ci-
clo de infección viral.
2.3. Traducción celular versus traduc-
ción viral
Los mRNAs virales son indistinguibles de 
los celulares aunque su procesamiento post-
transcripcional sea mediado por mecanismos 
distintos. Durante la infección los mRNAs del 
virus son traducidos de manera preferencial a 
los celulares (Garfinkel & Katze, 1993) y se ha 
sugerido que la proteína NS1 tiene un papel en 
el incremento traduccional (de la Luna et al, 
1995; Enami et al, 1994). Se ha propuesto que 
NS1, gracias a su interacción con eIF4G (Ara-
gón et al, 2000) y a PABP1 (Burgui et al, 2003), 
y con la secuencia 5’ de los mRNAs virales 
(Garfinkel & Katze, 1993; Park & Katze, 1995), 
podría estimular la traducción viral favorecien-
do la circularización de los mensajeros. Se han 
identificado factores celulares que estimulan 
también la traducción de los mRNAs virales 
mediante su interacción con la secuencia 5’, el 
autoantígeno La (Park & Katze, 1995) y el fac-
tor GRSF-1 (Kash et al, 2002; Park et al, 1999). 
Se ha propuesto que la polimerasa viral podría 
favorecer la traducción de los mRNAs virales 
ya que se une a complejos de iniciación (a eI-
F4GI) y la traducción viral es independiente de 
eIF4E (Burgui et al, 2007). Nuestros resultados 
estarían a favor de esta propuesta ya que se 
ha encontrado la subunidad S3 del complejo 
40S del ribosoma asociado a la polimerasa (Fi-
gura R7). Sin embargo en un trabajo realizado 
junto con R. Coloma, hemos mostrado que en 
células transfectadas directamente con RNPs, 
la traducción del mensajero viral no presenta 
diferencias en ausencia o presencia del com-
plejo de la polimerasa viral soluble. 
La proteína DDX3, además de regular la tra-
ducción de ciertos mRNAs celulares (Lai et al, 
2008), inhibe la traducción dependiente de 
cap y favorece la entrada del ribosoma en las 
secuencias IREs de los mRNAs de HCV (Shih et 
al, 2008). Este factor se ha detectado asociado 
a los complejos de iniciación de la traducción 
y está presente en gránulos de estrés donde 
la traducción está reprimida (Lai et al, 2008). 
Durante la infección viral, la ausencia de DDX3 
no afecta en absoluto la viabilidad viral (Figura 
F17-19). Sin embargo, su sobre-expresión pro-
duce un ligero retraso en la acumulación de 
proteínas virales (Figura F22), lo que estaría de 
acuerdo con su papel represor de la traduc-
ción dependiente de cap, pero en desacuerdo 
con la traducción viral independiente de eIF4E 
(Burgui et al, 2007). De todos modos la reduc-
ción de expresión viral es muy leve, por lo que 
habrá que analizar en detalle el papel de DDX3 
en este proceso. DDX3 podría tener un papel 
de la represión de la traducción de los mRNAs 
celulares durante la infección contribuyendo 
al fenómeno de shut-off.  
En un futuro habrá que analizar en profun-
didad la síntesis viral, la exportación y tradu-
cibilidad de mRNAs virales en ausencia de los 
factores identificados asociados a la polimera-
sa del virus para conocer la implicación de los 








3. DDX3 podría estar implicada 
en la evasión de la respuesta in-
mune primaria
La respuesta inmune innata frente a los vi-
rus depende del reconocimiento de los agen-
tes patógenos por parte de moléculas llama-
das PRRs (Pattern Recognition Receptors). Los 
PRRs son sensores que reconocen RNA de ca-
dena doble (dsRNA) producto de la replicación 
viral, como TLR-3, RIG-I y MDA-5 (revisado en 
Goutagny et al, 2006). Recientemente se ha 
descrito que RIG-I puede reconocer RNAs de 
cadena simple que contienen un trifosfato 5’-
terminal (ssRNA) (Pichlmair et al, 2006), o una 
combinación de ambas (Myong et al, 2009). 
Estas moléculas interaccionan con proteínas 
adaptadores para la transducción de la señal 
(TRIF, MAVS, TBK1, IKKε, etc.). Se activan en-
tonces factores de transcripción como NFκB, 
ATF-2/c-Jun, IRF3 y/o IRF7, que estimulan la 
transcripción de genes del sistema interferón-
αβ (INF). Las células secretan INF al medio, se 
activan las vías JAK/STAT tanto en las células 
infectadas como en las adyacentes no infec-
tadas, y tras la expresión de genes inducidos 
por INF (llamados ISGs), las células entran en 
un estado antiviral (Figura D3). NS1, como se 
ha comentado en la Introducción, tiene un pa-
pel como antagonista de la respuesta antivi-
ral. NS1 secuestra dsRNA (Talon et al, 2000), 
interacciona con RIG-I (Mibayashi et al, 2007; 
Pichlmair et al, 2006), e interfiere la cascada 
de señalización a nivel de RIG-I, TPK-1 y MAVS 
(Guo et al, 2006; Mibayashi et al, 2007; Opitz 
et al, 2007). Además, NS1  interfiere la activi-
dad de PKR (Bergmann et al, 2000; Katze et al, 
1986; Lee et al, 1994) y la vía 2’-5’ OAS/RNasaL 
(Min & Krug, 2006). 
Recientemente se ha descrito que DDX3 está 
implicada en la expresión de INFβ mediante la 
activación de IRF (Interferon Regulatory Fac-
tor) a través de la activación de los adapta-
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Figura  D3. Diagra-
ma de la cascada 
de señalización 
para la expresión 
de INF e inducción 
del estado antiviral 
de las células. El es-
quema muestra los 
puntos de la cas-
cada en los que la 
proteína viral NS1 
interfiere para la 
inhibición de la ex-
presión de INF. Se 
representa también 
la interacción del 
factor DDX3 con la 
vía del INF, y la posi-
ble inhibición de la 
cascada mediante 









dores TBK1 y IKKε (Schroder et al, 2008). De 
hecho DDX3 interacciona con IKKε. El papel 
de DDX3 en la activación de IRF todavía no se 
conoce. Sin embargo, la proteína viral K7 de 
Vaccinia secuestra DDX3 para dar lugar a la 
inhibición de la respuesta INF (Schroder et al, 
2008). Sería muy interesante saber si la poli-
merasa del virus de la gripe interacciona con 
DDX3 para llevar a cabo la misma inhibición 
que Vaccinia. El silenciamiento de DDX3 en 
nuestros ensayos no es total, tal y como ocu-
rre en otros trabajos, dada la gran cantidad de 
proteína en la célula y debido a su estabilidad 
(Schroder et al, 2008; Yedavalli et al, 2004). Sin 
embargo, el crecimiento del virus en ausencia 
parcial de DDX3 es ligeramente mayor que 
en presencia del factor (Figura R17). Habría 
que realizar infecciones virales en un sistema 
ddx3-/- para ver la cinética de crecimiento del 
virus y la capacidad de activación del sistema 
INF en comparación con células ddx3+/+. Si la 
interacción de la polimerasa con DDX3 duran-
te la infección fuera únicamente para evitar la 
expresión INF (Figura D3), explicaría el creci-
miento normal del virus en ausencia parcial de 
este factor (Figura R17).
4. ¿Pueden ser las interaccio-
nes entre proteínas virales y 
celulares una nueva diana tera-
péutica?
Los virus están en constante co-evolución 
con las células hospedadoras para evadir la 
respuesta antiviral. Los virus de la gripe, como 
todos los virus con genoma RNA, tienen una 
alta variabilidad de secuencia y es por ello que 
conforman una cuasiespecie viral (Domingo et 
al, 2006; Ortín et al, 1980). Esta alta variabili-
dad confiere una capacidad de reacción a los 
virus frente a cambios en el ambiente. Por ello, 
la vacunación no es una estrategia con éxito 
para controlar enfermedades provocadas por 
HIV, HCV y gripe entre otros, ya que constante-
mente aparecen virus resistentes. Actualmen-
te hay varias vacunas autorizadas en España 
para su comercialización. Son todas vacunas 
inactivadas, que se revisan anualmente, y es-
tán basadas en virus lisados o en antígenos 
purificados. Pero estas vacunas no servirían 
para la prevención de una nueva pandemia. 
Existen también cuatro antivirales, que son 
compuestos químicos capaces de neutralizar 
alguna función del virus. Son la rimantidina y 
amantadina, que inhiben la función del canal 
iónico M2, y zanamivir y oseltamivir, que inhi-
ben la función de NA. En respuesta a los anti-
virales también aparecen cepas resistentes.
Las dianas antivirales pueden ser clasifica-
das en tres grupos: 
a) Proteínas virales como diana antiviral. 
Existen los antivirales que inhiben las pro-
teínas NA y M2, comentados anteriormente. 
A pesar de ser potentes inhibidores del ciclo 
viral tienen la desventaja de que aparecen rá-
pidamente cepas resistentes.
b) Proteínas celulares como diana antiviral. 
La inhibición de factores celulares que sean 
esenciales para la replicación viral y dispensa-
bles para la viabilidad celular es una estrate-
gia  muy atractiva. La inhibición de un factor 
celular reduce mucho el riesgo de aparición 
de cepas resistentes, sin embargo tiene el in-
conveniente de que probablemente presente 
toxicidad en el organismo. La vía de señaliza-
ción de NF-κβ se ha propuesto recientemente 
como posible diana antiviral de gripe (Ludwig 
& Planz, 2008). El virus de la gripe es capaz de 
re-dirigir la actividad antiviral de NF-κβ hacia 
una función potenciadora  de la infección vi-
ral. Esta función es llevada a cabo gracias a 
dos mecanismos: i) Una de las consecuencias 
de la vía NF-κβ es la activación de caspasas a 
través de FasL y TRAIL. Las caspasas degradan, 
entre otras proteínas, las que conforman el 
poro nuclear y provocan una mayor fluidez 








2008; Mazur et al, 2007). Este fenómeno be-
neficia al virus ya que se favorece la salida de 
vRNPs al citosol, y por tanto, la infectividad 
viral (Mazur et al, 2007). ii) El virus induce la 
expresión de un inhibidor de la respuesta INF 
tipo I, SOCS-3 (Pauli et al, 2008). Esto le permi-
te inhibir la respuesta antiviral. El antiviral que 
inhibe la vía NF-κβ es el ácido acetil salicílico 
(ASA), también conocido como Aspirina. Se ha 
observado que bloquea la replicación viral in 
vitro, dado que reduce la expresión de FasL y 
TRAIL, no es tóxica para las células y no gene-
ra resistentes. Además, tiene efecto antiviral 
en ratones infectados con gripe (Mazur et al, 
2007). Una buena estrategia para la búsque-
da de moléculas antivirales de este grupo es 
el análisis de fármacos comercializados, dado 
que se conocen los niveles de toxicidad para 
el organismo.
c) Interacción de proteínas virales y celulares 
como diana antiviral. Inhibir una interacción es 
también una estrategia que podría ser eficaz, 
y con bajo riesgo de toxicidad. Sin embargo, 
al igual que con la primera estrategia, el virus 
podría ser capaz de adquirir mutaciones para 
evadir el efecto antiviral. La interacción entre 
dos proteínas puede abarcar dominios confor-
mados por muchos aminoácidos, por tanto las 
moléculas antivirales deberían ser péptidos 
de gran tamaño. El péptido aislado es rápida-
mente degradado en el entorno celular, por lo 
que debería estar asociado a moléculas que 
lo protegieran y que además favorecieran su 
internalización en las células. Es por ello que 
no resulta una estrategia sencilla.  Un ejemplo 
de este caso sería el descrito por Twu y cols. 
en el que se inhibe la interacción de NS1 con 
el factor celular CPSF-1 (Twu et al, 2006). La 
proteína NS1 interacciona con CPSF30 para in-
hibir el procesamiento 3’ de los mRNAs celula-
res y por tanto, inhibir la expresión de proteí-
nas activadas por INFβ. En cultivos celulares, 
la expresión de un fragmento de la proteína 
CPSF30 responsable de la interacción con NS1 
es capaz de reducir el crecimiento viral hasta 
unas 60 veces. Sin embargo, han observado la 
aparición de virus resistentes. 
De las proteínas identificadas en esta Me-
moria, tanto SFPQ y las importinas, como su 
interacción con factores virales, podrían ser 
dianas antivirales. Sin embargo, la inhibición 
de estas proteínas seguramente no sería una 
buena estrategia dado que ambas tienen fun-
ciones relevantes en la célula y seguramente 
la ausencia de su función produciría un efecto 
tóxico en el organismo. Sin embargo, el diseño 
de moléculas que inhibieran la interacción con 
factores virales podría ser una buena estrate-
gia, aunque la resistencia viral seguiría siendo 
un problema de difícil solución. 
5. Importinas: nuevos determi-
nantes de rango de hospedador
La subunidad PB2 es esencial para la replica-
ción y para la transcripción viral (Gastaminza 
et al, 2003; Lee et al, 2002; Perales & Ortín, 
1997), y además su gen es relevante para la 
determinación de rango de hospedador (Al-
mond, 1977; Finkelstein et al, 2007; Gabriel et 
al, 2005; Labadie et al, 2007; Li et al, 2005b; 
Subbarao et al, 1993). Por ello se decidió anali-
zar los factores asociados a esta subunidad tal 
y como se había realizado con la polimerasa 
viral, con la etiqueta TAP. Uno de los factores 
identificados asociados a PB2 es la importina 
α5, resultado no sorprendente ya que esta 
subunidad contiene una señal de localización 
nuclear (NLS) bipartita comprendida entre los 
residuos 736- 759 (Mukaigawa & Nayak, 1991). 
Además el dominio C-terminal de la proteína 
se había co-cristalizado junto con la importi-
na α5 (Tarendeau et al, 2007). Sin embargo, lo 
sorprendente fue la estabilidad del complejo 
PB2TAP-importina α5 (Figura F25). Tarendeau 
et al. observaron que un dominio de PB2 que 








de localizar correctamente en el núcleo de la 
célula, lo que correlacionaba con la incapaci-
dad de interaccionar con la importina α5 (Ta-
rendeau et al, 2007). En un trabajo conjunto 
con Patricia Resa-Infante observamos que la 
actividad de RNPs que contenían mutaciones 
en la NLS de PB2 se reducía progresivamente, 
en paralelo con la reducción de la capacidad 
de interacción con la importina (Resa-Infante 
et al, 2008; Tarendeau et al, 2007). El rescate 
de la localización nuclear de los mutantes de 
PB2 mediante la inserción de una NLS ectópi-
ca del antígeno T de SV40 no recuperó la acti-
vidad de las RNPs, por lo que se sugirió que las 
importinas, además de ejercer una función de 
importación nuclear, tenían un papel en la re-
plicación viral, probablemente actuando como 
co-factor viral. Gabriel et al. observaron que 
virus aviares adaptados a ratón presentaban 
mutaciones en PB2 que incrementaban tanto 
la actividad de la polimerasa viral como la ca-
pacidad de interacción con la importina α1 en 
células humanas, fenómeno que no ocurría en 
células aviares (Gabriel et al, 2005; Gabriel et 
al, 2008). Las importinas α1 y α5 son bastante 
distintas, aunque los residuos implicados en 
la interacción con PB2 son muy conservados 
(Gabriel et al, 2008), por lo que los trabajos 
con ambas importinas, junto con los presen-
tados en esta Memoria, apuntan a que las im-
portinas juegan un papel importante en el ci-
clo viral. La subunidad PB2 de origen humano 
es capaz de interaccionar con varias isoformas 
de importinas humanas (Figura R26), mientras 
que la misma subunidad de origen aviar sólo 
es capaz de interaccionar parcialmente con 
la importina α1 (Figura F27). Estos resultados 
sugieren que la interacción de PB2 con im-
portinas es específica de especie, por lo que 
podría ser un factor determinante de rango 
de hospedador. Cabe destacar que todas las 
subunidades de PB2 procedentes de distintas 
cepas aviares y humanas analizadas tienen la 
región de la NLS idéntica, por lo que se supone 
que otras regiones de PB2 estarían implicadas 
en dicha interacción. De las mutaciones anali-
zadas indicadas en la Figura F27, algunas son 
próximas a la región NLS en la secuencia pri-
maria. Sin embargo hay otras que están a mu-
cha distancia de la señal NLS, aunque algunas 
de ellas están cerca en la estructura tridimen-
sional (Tarendeau et al, 2007). Por ejemplo, el 
residuo 701, cuya mutación D701N está impli-
cada en la asociación con la importina α1 (Ga-
briel et al, 2008) y en patogenicidad (Gabriel 
et al, 2005), se encuentra formando un enlace 
con el residuo 753 en ausencia de la impor-
tina. Sin embargo, para que dicha interacción 
pueda ocurrir, el enlace de ambos residuos 
debe romperse. Se cree que mutaciones en el 
resíduo 701 estarían afectando la estructura 
de PB2 e impidiendo la asociación. Habrá que 
realizar estudios con más profundidad para 
conocer la función que ejercen las importinas 
durante la síntesis viral, así como el dominio 
de PB2 responsable de la interacción a parte 
de la NLS. Cabe destacar que la polimerasa vi-
ral no co-purifica con las importinas (datos no 
mostrados).
  
NUEVO MODELO DE LOS PROCE-
SOS DE REPLICACIÓN VIRAL
6. Oligomerización de la poli-
merasa viral in vivo 
Muchos virus con genoma RNA han adop-
tado estrategias para una mayor eficiencia de 
la síntesis del RNA viral. Uno de los casos me-
jor estudiados es la polimerasa de Poliovirus. 
El complejo forma oligómeros que permiten 
que la unión del RNA (Beckman & Kirkegaard, 
1998; Pata et al, 1995) y la elongación del 
RNA sean de modo cooperativo (Hobson et 
al, 2001; Pata et al, 1995). Además esta oligo-
merización permite la formación de grandes 








como una malla catalítica (Lyle et al, 2002) y 
permite, entre otras cosas, el incremento de 
la afinidad por los sustratos y la retención de 
los productos para reacciones secuenciales. 
En virus RNA este último fenómeno puede ser 
muy relevante ya que el producto de una pri-
mera ronda de replicación sirve como molde 
para la siguiente. Como se ha comentado en 
la Introducción, se ha descrito el fenómeno de 
oligomerización de los complejos virales tanto 
en virus RNA de banda positiva como negati-
va, y en varios de ellos se ha observado que 
gracias a este fenómeno la síntesis de RNA es 
cooperativa. A lo largo de esta Memoria se ha 
demostrado que la polimerasa del virus de la 
gripe también es capaz de formar oligómeros 
intracelularmente. En ensayos de filtración en 
gel de complejos de polimerasa viral recom-
binante  se observa que se forman agregados 
de tamaños equivalentes a dímeros y tríme-
ros del heterotrímero (Figura F28). Además, 
mediante la purificación de complejos con 
etiquetas alternativas en la misma subunidad, 
también se puede observar la interacción en-
tre polimerasas, que es independientemente 
de la localización de la etiqueta (Figura F30). 
La interacción podría ser mediada por las pro-
teínas PB1 y/o PB2 (Figura F33), aunque no se 
puede descartar que factores celulares tengan 
un papel en la oligomerización, y se descarta 
PA como mediador. Estos resultados están de 
acuerdo con trabajos anteriores realizados en 
oocitos de Xenopus en los que se observó que 
PB1 y PB2 expresadas independientemente no 
se comportan como monómeros, a diferencia 
de PA que sí lo hace (Digard et al, 1989). 
La interacción entre polimerasas podría fa-
cilitar la asociación de las distintas RNPs du-
rante el proceso de encapsidación de las RNPs 
en los nuevos viriones. Se sabe que secuencias 
en los extremos del vRNA son responsables de 
la selección y del correcto empaquetamiento 
de las 8 RNPs (Muramoto et al, 2006), pero se 
desconoce el mecanismo que lo lleva a cabo. 
Las interacciones entre complejos de polime-
rasas podrían tener un papel en este fenóme-
no. De hecho se ha descrito que mutaciones 
en la subunidad PA dan lugar a la incapacidad 
de formar viriones a pesar de la correcta ex-
presión de los RNAs virales, por lo que se ha 
implicado a PA en la morfogénesis viral (Regan 
et al, 2006). La posible implicación del fenó-
meno de oligomerización durante la replica-
ción viral se discutirá más adelante.
7. Complementación en trans 
entre polimerasas durante la 
replicación viral
La polimerasa del virus es responsable tanto 
de la replicación como de la transcripción del 
RNA genómico. Se cree se produce un cambio 
de síntesis transcriptita a replicativa, y hay va-
rios modelos que lo intentan explicar, como se 
ha comentado en la Introducción. Tampoco se 
conocía hasta el momento si la síntesis viral 
es llevada a cabo por la polimerasa que for-
ma parte de la RNP o bien por otra soluble. 
Se decidió entonces estudiar genéticamente 
la replicación viral. Se disponía de un sistema 
recombinante de replicación y transcripción, y 
de mutantes de la polimerasa bien caracteri-
zados, lo que nos permitió realizar varias pre-
guntas sobre la replicación y la transcripción 
viral. Dado que la polimerasa del virus es un 
complejo heterotrimérico, los mutantes anali-
zados debían de estar todos en la misma subu-
nidad. Se disponía de mutantes en la subuni-
dad PB2 que afectaban únicamente a uno de 
los dos procesos: replicación o transcripción. 
P. Gastaminza en el laboratorio describió mu-
tantes de PB2 que no eran capaces de repli-
car correctamente, sin embargo transcribían 
de modo normal (Gastaminza et al, 2003). Por 
otro lado, R. Coloma y cols., también en el la-
boratorio, describieron mutantes en PB2 que 
tenían alterada la capacidad de unión a es-








nera ineficiente, mientras que podían replicar 
normalmente (Guilligay et al, 2008). Estos mu-
tantes nos permitieron realizar experimentos 
de complementación intragénica que dieron 
respuesta a las preguntas concretas que nos 
realizamos.
7.1 ¿Puede una polimerasa comple-
mentar a otra defectiva en replica-
ción?
Para contestar esta pregunta se reconstitu-
yeron RNPs recombinantes con una mezcla de 
polimerasas mutantes en replicación, y mu-
tantes en transcripción que tenían la función 
de replicación intacta (Figura R34). Se utiliza-
ron mutantes en transcripción para poder dis-
tinguir fenotípicamente ambas poblaciones 
de RNPs. Además, se añadió una etiqueta de 
histidinas sólo a la subunidad PB2 mutante en 
replicación para poder analizar la acumulación 
de RNPs tras el ensayo de complementación. 
Como se muestra en las Figuras F35 y F36, se 
observó un fenómeno de  complementación 
intragénica ya que una polimerasa deficiente 
en replicación fue capaz de incorporarse en 
las nuevas RNPs sintetizadas. Este resultado 
está de acuerdo con trabajos muy antiguos 
realizados con virus termosensibles (ts). Va-
rios grupos obtuvieron virus ts que contenían 
mutaciones en un único segmento. Median-
te coinfecciones con virus ts mutantes en el 
mismo segmento fueron capaces de obtener 
producción viral, por lo que concluyeron que 
ocurría una complementación intragénica 
(Revisado en Mahy, 1983). En concreto, obser-
varon este fenómeno en los segmentos de PA 
y de PB1 (Heller & Scholtissek, 1980; Massicot 
et al, 1982). Como se ha comentado en la In-
troducción, también se observó complemen-
tación intragénica de los segmentos de NP, NA 
y NS. La posterior observación de que estos 
segmentos codifican proteínas que oligome-
rizan intracelularmente explicó el fenómeno 
de complementación. Sin embargo, hasta el 
momento no se sabía la razón por la que los 
segmentos de la polimerasa eran capaces de 
complementar. Varios resultados presenta-
dos en esta Memoria podrían expliacarlo: la 
oligomerización del complejo de la polimera-
sa (Figuras R28 y R33) y la complementación 
intragénica en el sistema de un minireplicón 
viral (Figuras R35-43).
7.2 Una polimerasa distinta a la que 
sintetiza el RNA encapsida el RNA de 
nueva síntesis
Los resultados observados en las Figuras 
F35 y F36 también sugieren que una polime-
rasa distinta de la que replica es capaz de en-
capsidar los RNAs sintetizados para la genera-
ción de las RNPs progenie. En este ensayo, la 
única opción para la obtención de RNPs-His 
mutantes en replicación sería que la polimera-
sa mutante en transcripción llevara a cabo la 
síntesis viral, y que la polimerasa mutante en 
replicación encapsidara el nuevo RNA. En este 
sentido, la probabilidad de que un nuevo RNA 
fuera encapsidado por una u otra polimerasa 
sería del 50%,  y de hecho, es el resultado que 
se observó en la Figura R36. Estos resultados 
están de acuerdo con el trabajo de Vreede y 
cols., que observaron que la síntesis del cRNA 
es dependiente de la presencia de la polime-
rasa soluble, y en concreto de su capacidad de 
interacción con el RNA. El complejo soluble 
interacciona con el cRNA de nueva síntesis, 
lo estabiliza e inhibe su degradación (Vreede 
et al, 2004), y en un trabajo posterior obser-
varon que el complejo soluble interacciona 
con el cRNA completo (Vreede & Brownlee, 
2007).  Estos autores trabajaron con vRNPs y 
estudiaron el paso de replicación de vRNA a 
cRNA ya que inhiben el paso de cRNA a vRNA 
(mediante el tratamiento de las células con ci-
cloheximida y una polimerasa soluble incapaz 
de replicar). Sin embargo, en nuestro trabajo 
se analiza la acumulación final de RNPs, que 








Por tanto, nuestro resultado aporta un dato 
adicional al de Vreede y cols., y es que el RNA 
progenie también es encapsidado por una po-
limerasa soluble distinta de la replicativa.
7.3. Una polimerasa distinta a la resi-
dente en la RNP es responsable de la 
síntesis viral
Resultaba muy interesante saber si la po-
limerasa que formaba parte de la RNP era la 
responsable de la síntesis viral, o si por el con-
trario, era otra distinta. En este caso se trans-
fectó una RNP con una polimerasa incapaz de 
replicar en células que expresaban la polime-
rasa mutante en transcripción, y se analizó la 
acumulación de RNPs progenie como medida 
de replicación. El ensayo presentado en las 
Figuras R40 y R42 sugiere que una polimera-
sa en trans es responsable de la síntesis viral 
y de la encapsidación del RNA sintetizado en 
el paso de cRNA a vRNA (Figura R43). Para el 
análisis del paso de cRNA a vRNA, la condición 
ideal hubiera sido transfectar directamente 
cRNPs, pero no es posible por varios motivos: 
a) Durante la infección la síntesis de cRNA es 
muy minoritaria frente a la de vRNA ; b) No 
se pueden separar las poblaciones de cRNPs y 
de vRNPs ya que son fenotípicamente indistin-
guibles. Los resultados mostrados en la Figu-
ra R43 sugieren que la replicación del vRNA a 
cRNA es en trans dado que una RNP deficiente 
en replicación fue capaz de generar cRNA sólo 
en presencia de una polimerasa soluble con 
dicha función intacta. Del mismo modo, una 
RNP mutante en transcripción capaz de repli-
car presenta niveles muy bajos de cRNA en 
presencia de la polimerasa soluble deficiente 
en replicación.
Volviendo a los resultados de Vreede y cols., 
ellos observaron que las vRNPs, en presencia 
de polimerasa soluble, son capaces de sinteti-
zar cRNA. Para impedir que ocurra todo el ciclo 
de replicación utilizaron una polimerasa solu-
ble mutante en el sitio catalítico de PB1, por 
lo que no es capaz de sintetizar RNA (Vreede 
& Brownlee, 2007; Vreede et al, 2004). A pe-
sar de que la polimerasa soluble es incapaz de 
replicar, se detecta cierta cantidad de cRNA, 
por lo que no se puede descartar que la repli-
cación de vRNA a cRNA pueda en parte ocurrir 
en cis. Dado que nuestros resultados sugieren 
que todo el proceso de replicación ocurre en 
trans, sería muy interesante profundizar en el 
estudio de este mecanismo. Las implicaciones 
del modelo presentado durante la infección 
viral se discuten a continuación.
8. Nuevo modelo de replicación 
viral
Se propone un nuevo modelo de replicación 
del RNA progenie basado en los resultados 
presentados en esta Tesis, que se muestra en 
la Figura D4. En un primer paso una polimera-
sa soluble debe entrar a formar parte del com-
plejo cRNP. Para el inicio de la replicación, la 
polimerasa no residente en la RNP debe tener 
acceso al extremo 3’ del cRNA para empezar 
la síntesis viral (Figura D4-2 y D4-3). Este paso 
podría estar mediado por la interacción entre 
polimerasas  descrita en esta Memoria  (Figu-
ra R33), aunque no se descarta que pueda ser 
por factores celulares. Una vez la polimerasa 
soluble ha entrado a formar parte de comple-
jo cRNP empieza la síntesis del vRNA. El nue-
vo RNA es protegido por un complejo soluble 
de polimerasa distinto del que replica (Figura 
D4-4), de acuerdo con los resultados mos-
trados en la Figura R35. Se ha descrito que la 
subunidad PB1 de la polimerasa tiene una gran 
afinidad por el extremo 5’ del RNA (González 
& Ortín, 1999a), por lo que este reconocimien-
to sería factible. Una vez unido el complejo al 
extremo 5’, el nuevo RNA ha de ser protegi-
do por moléculas de NP. La incorporación de 
sucesivas moléculas de NP estaría controlada 
por interacciones NP-polimerasa (Biswas et 








ciales para la replicación viral (Labadie et al, 
2007; Poole et al, 2004), del mismo modo que 
la oligomerización de moléculas de NP (Ye et 
al, 2006). Una opción muy atractiva sería que 
mediante la oligomerización de la polimera-
sa se formara una plataforma de replicación 
que fuera fija, como se muestra en las Figuras 
D4-5 y D5. La interacción de varios complejos 
de polimerasa podrían formar una estructura 
por la que una sola molécula de cRNA-NP se 
moviera en dirección 3’-5’ y se replicara muy 
efectivamente gracias a esta disposición. Es-
tas estructuras se han observado en otros vi-
rus como Poliovirus (Hobson et al, 2001; Lyle 
et al, 2002) y HCV (Qin et al, 2002; Wang et al, 
2002), y sus polimerasas actúan de modo co-
operativo para la síntesis de RNA. En estudios 
de los años 70 y 80 se observó que durante 
la infección viral ocurre una reorganización de 
estructuras nucleares y una aparición de es-
tructuras tubulares de 40-50µm de diámetro 
y una longitud variable de hasta 1mm (Revisa-
do en Josset et al, 2008)). La naturaleza de es-
tas estructuras no se ha analizado pero sería 
muy interesante saber si son proteínas virales 
o celulares, ya que podrían ser oligómeros de 
polimerasa. Un paso que queda sin resolver 
del modelo es cómo la polimerasa que cata-
liza la síntesis del RNA puede pasar de largo 
por la señal de poliadenilación y realizar una 
copia completa del cRNA, ya que el extremo 5’ 
del molde tiene unida la polimerasa paterna. 
Una opción sería que las polimerasas no resi-
























Figura D4. Modelo para la replicación del RNA viral. Se muestran los sucesivos pasos de la replicación de las      
cRNPs (en azul) para dar lugar a vRNPs progenie (en naranja). En gris se representa la interacción entre complejos 
de polimerasas. La polimerasa paterna se representa en colores sólidos mientras que la polimerasa soluble de 








zar y reemplazar sucesivamente la polimerasa 
residente para la completa copia del molde y 
además proteger el extremo 5’ para evitar su 
degradación. De modo que habría dos opcio-
nes: que el desplazamiento fuera transitorio o 
bien permanente. Tras la replicación, el RNA 
paterno en el primer caso estaría encapsidado 
por una polimerasa, y en el segundo quedaría 
linearizado (Figura D4-6) (Klumpp et al, 1997). 
Este modelo sería también posible para la re-
plicación del cRNA a partir del vRNA.
9. El modelo de replicación en 
trans en el contexto de la infec-
ción viral
Se asume que en el interior de la partícula 
viral solo se encuentran las 8 RNPs paternas 
y que no está presente la polimerasa 
soluble. Una vez el virión entra en la célula 
hospedadora, las RNPs son dirigidas al núcleo, 
donde tienen lugar los procesos de replicación 
y transcripción viral. Las vRNPs pueden 
sintetizar el mRNA en cis (resultados no 
mostrados realizados en colaboración con R. 
Coloma), por lo que la transcripción primaria 
ocurre en primer lugar (Figura D6-1). Según 
Vreede et al. las vRNPs pueden sintetizar 
también en cis el cRNA, sin embargo necesitan 
la presencia de la polimerasa viral soluble para 
su unión y estabilización (Vreede & Brownlee, 
2007; Vreede et al, 2004). Tras la transcripción 
primaria se expresan la polimerasa y NP 
(Figura D6-2), que ahora entrarán en el ciclo 
de replicación estabilizando el cRNA de nueva 
síntesis (Figura D6-3). Sin embargo, a partir 
de nuestros resultados sugerimos que tras la 
transcripción primaria, la polimerasa soluble 
lleva a cabo la replicación de vRNA a cRNA 
en trans. Las cRNPs sirven como molde para 
sucesivas rondas de replicación en las que se 
generan vRNPs mediante una replicación en 
trans (Figura D6-4,5). Estas vRNPs servirán 
como molde para transcripción secundaria 
(Figura D6-6,7), por lo que se incrementará 
la concentración de polimerasa y NP libres 
que a su vez servirán para la generación de 
vRNPs progenie (Figura D6-5,8). La síntesis 
de vRNA es muy superior a la de cRNA y se 
desconoce el mecanismo que lo regula. Una 
posible explicación es la replicación en trans 
que se ha discutido en apartados anteriores, 
ya que a partir de una única molécula de cRNA 
se generarían múltiples copias de vRNA. En 
el caso de la síntesis de cRNA, que también 
podría ser en trans, no alcanza los niveles de 
acumulación del vRNA. La síntesis del cRNA 
ocurre a tiempos muy tempranos de la infección 
en un entorno de bajas concentraciones de 
polimerasa soluble. Esto podría explicar la 
poca síntesis de cRNA. Además el promotor 
de cRNA es mucho más potente que el de 
vRNA. Una vez generadas las vRNPs progenie, 
éstas podrían servir como molde para la 
generación de cRNA. Sin embargo se supone 
que estas vRNPs o bien sirven como molde 
para la transcripción secundaria o bien son 
exportadas al citosol para la generación de los 
viriones. Este modelo explicaría la cinética de 
acumulación de las distintas especies virales a 
lo largo de la infección (Figura D6). 
Recientemente se ha descrito que 
la complementación entre proteínas, 
especialmente cuando son capaces de 
oligomerizar, es la base de la interferencia viral 
(Crowder & Kirkegaard, 2005; Perales et al, 
2007). La presencia de mutantes dominantes 
negativos bloquea eficientemente complejos 
multiproteicos virales. La interferencia debida 
a dominantes negativos se ha descrito también 
durante la mutagénesis de una población viral 
en un proceso conocido como defección letal 
(Grande-Perez et al, 2005). Se ha propuesto 
que el estudio de inhibidores negativos podría 
ser utilizado para la búsqueda de dianas 
antivirales, ya que virus sensibles a una droga 
ejercen una inhibición sobre virus resistentes 

















































Figura D5. Relación entre la cinética de acumulación de los RNAs virales durante la infección y el modelo de 
replicación y transcripción. En la parte superior se representa la cinética de acumulación de los RNAs durante 
la infección, y en la parte inferior se muestran los procesos de transcripción y replicación llevados a cabo por las 
RNPs. Se representan las cRNPs en azul, las vRNPs en naranja, NP soluble en gris, la polimerasa paterna en colores 








2005). Este abordaje tiene la ventaja de que 
presenta un riesgo muy reducido de aparición 
de mutantes resistentes a la droga. Dado que 
las  polimerasas de gripe oligomerizan y son 
capaces de complementar entre ellas, podrían 
suponer una nueva diana antiviral. De hecho 
se han descrito varios mutantes dominantes 
que interfieren con la polimerasa silvestre, que 
corresponden a las subunidades PB2 (Perales 
et al, 1996) y PA (Zürcher et al, 1996).
A pesar de que los resultados presentados 
en esta Memoria aportan nuevos datos sobre 
los procesos de replicación viral, habrá que 
esperar a nuevos trabajos que ayuden a en-
tender definitivamente tanto los procesos de 
replicación y transcripción viral, como su re-
gulación. Del mismo modo, la continuidad del 
estudio de los factores identificados asociados 
a la polimerasa viral permitirán, en un futuro, 
avanzar un poco más en el conocimiento de la 
estrecha relación que el virus establece con la 





















1. Las proteínas SFPQ, DDX3, DDX5, hnRNPM, hnRNPH1, S3, CoAA, NXP2, β-tubulina y ZFP71 han 
sido identificadas asociadas a la polimerasa viral recombinante.
2. Los niveles de expresión y la localización nuclear de los factores SFPQ, DDX3, DDX5 y hnRNPM 
no se alteran en presencia del virus. Los factores SFPQ, DDX5, NXP2 y hnRNPM colocalizan en el 
núcleo con las RNPs a tiempos tempranos durante la infección, mientras que a tiempos tardíos 
las RNPs colocalizan con DDX3 en el citosol.
3. Los factores DDX3, DDX5 o hnRNPM no contribuyen de manera esencial al ciclo de replicación 
viral, sin embargo la ausencia de SFPQ altera drásticamente el ciclo de infección viral.
4. Las importinas α5, α1 y α7 se asocian establemente a la subunidad PB2 de la polimerasa viral. 
La interacción de PB2 con importina α es dependiente de isoforma y de hospedador.
5. La polimerasa es capaz de formar oligómeros in vivo y la interacción podría ser mediada por 
las subunidades PB1 y/o PB2.
6. Se ha propuesto un nuevo modelo de replicación viral: 
 - La polimerasa viral es capaz de complementar en trans durante los procesos de repli-
cación de cRNA a vRNA.
 - Una polimerasa distinta a la que sintetiza el RNA viral en responsable de la encapsida-
ción del RNA de nueva síntesis.
 - Una polimerasa distinta de la que constituye la RNP es responsable de la síntesis del 
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Interacción con proteínas transcripcionales
NS1 CPSF Se asocia a la señal poliA y es necesaria para
el corte y poliadenilación de pre-mRNA
NS1 PABP2 Necesaria para la elongación de la cola poliA 
PA hCLE Modulador de la transcripción celular
RpRd CTD de RNA 
pol II
Dominio implicado en el reclutamiento de factores 
necesarios para la transcripción
vRNP ILF3 Regulador de la transcripción génica
vRNP TIF1-beta Factor de regulación de la transcripción asociado 
a heterocromatina
RpRd/vRNP hnRNPM Se asocia a transcritos de la RNA pol II durante la 
iniciación 
RpRd NXP2 Proteína de matrix nuclear implicada en la repre-
sión de la transcripción
Interacción con  proteínas de la maquinaria de splicing
NPs/RpRd BAT1/UAP56 Factor de splicing
NS1 NS1-BP Podría estar implicada en el splicing de pre-mRNAs
NS1 snRNP U6 Componente ribonucleico del spliceosome
vRNP hnRNP A1 Factor del spliceosome
vRNP/RdRp hnRNP M Factor del spliceosome
vRNP ILF3 Regulador de la transcripción génica
vRNP SFR3 Factor de splicing
Interacción con  cromatina y otras proteínas nucleares 
M1 Histonas Proteínas constitutivas del nucleosoma
NP Histonas Proteínas constitutivas del nucleosoma
PA MCM DNA helicasa implicada en replicación de plásmidos
y en la progresión del ciclo celular
vRNP RNA helicasa II Helicasa dependiente de ATP
vRNP DDB1 Proteína de unión a DNA asociada al complejo
centromérico
vRNP Hsc70 Proteína nuclear de respuesta al estrés celular
vRNP PARP1 chromatin-associated enzyme poly(ADP-ribose)
polymerase
PA CHD6 Remodelador de cromatina
Interacción con  proteínas de la maquinaria de transporte celular
NP CRM1 Factor de exportación nuclear
NP KPNA1/2 Factor de importación nuclear
NS1 TAP/p15 Factores de la vía de exportación de RNA 
NS2 Rab/hRIP1-yRIP1 Nucleoporinas
RpRd DDX5 Factor implicado en el ensamblaje del spliceosome
RpRd SFPQ/PSF Factor implicado en el ensamblaje del spliceosome
asociado al CTD de RNA pol II
RpRd hnRNP H1 Factor del spliceosome
RpRd CoAA Coactivador de la transcripción regulada por 
esteroides y del splicing alternativo
 Virus            Célula Función biológica Ref.
































NS1 KPNA1/2/3/4/5/6 Factores de importación nuclear 40
28
PB2 hnRNP U Proteína de unión a pre-mRNA daros no pub.
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PB1 RanBP5 Factor de importación nuclear
vRNP KPNA1 Factor de importación nuclear
vRNPs/NS1 PABP1 Proteína de transporte núcleo-citoplasma implicado
en exportación de mRNAs
RpRd DDX3 Proteína de transporte núcleo-citoplasma associada
a CRM1. helicasa DEAD-Box 
Interacción con  proteínas de la maquinaria de traducción celular
RpRd eIF4G Componente del complejo de iniciación de la tra-
ducción delulas eI4F
vRNP L9/S5/L7/L5/P0 Componentes de las subunidades 40S y 60S del 
ribosoma
RpRd S3 Componente de la subunidad 40S del ribosoma
NS1/vRNPs Nucleolina Proteína multifuncional del nucleolo
vRNP B23 Chaperna multifuncional del nucleolo
NS1/RpRd hStaufen Proteína de unión a RNA implicada en la localización
de mRNAs durante el desarrollo
Interacción con  proteínas nucleolares
Interacción con  proteínas con otras funciones
NPs Tat-SF1 Factor de transcripción presente en complejos de
elongación
NP/PB2 Mx Proteína antiviral de respuesta a interferón
PB1 Ebp1 Proteína nuclear multifuncional implicada en creci-
miento celular
PB2 Hsp90 Proteína house-keeping multifuncional
vRNA GRSF1 Regulador positivo de la traducción
vRNA La Autoantígeno LA
Interacción con  proteínas mitocondriales
PB1-F2 ANT3 Proteína mitocondrial
PB1-F2 VDAC1 Proteína mitocondrial
NP Actina Componente de los filamentos de actina
RpRd/vRNP beta-tubulina Componente de los microtúbulos
virus/NS1 NXF1 Factor de exportación nuclear de mRNAs que
contienen uniónes exón-exón
virus COXA1 Subunidad del citocromo c oxidasa (COX)
virus ATP6V0DI Factor de la vía de endocitosis implicada en la fusión
de compartimentos intracelulares por acidificación
 Virus            Célula Función biológica Ref.
Interacción con  proteínas de la maquinaria de transporte celular
























NS1 PKR Respuesta antivira (bloqueo traduccional y apoptosis)
NS1 p85beta Subunidad reguladora de PI3K
NS1 CRK/CRKL Src Señalización celular 48
44
45, 46
M1 VPS28 Componente del complejo ESCRT-1
M1 Cdc42 Miembro de la família Rho de unión a GTP 47
47
PB2 MPO Hemoproteína datos no pub.
PB2 CSN1 Fosfoproteína, miembro de la família de Cns datos no pub.
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Anexo 1.2 Publicaciones de los periódicos La Vanguardia y El Día en Barcelona del año 1918 
que informan sobre la gripe española. 
La pandemia más letal y conocida fue denominada gripe española (virus A, subtipo H1N1) que 
duró desde 1918 a 1919. Se denominó así porque España era el país que publicaba más datos 
sobre el desastre sanitario que estaba ocasionando, mientras que en otros países los censuraban 
con motivo de la Primera Guerra Mundial en la que estaban inmersos. Se estima que entre 20 y 
40 millones de personas murieron a causa del virus de la gripe, aunque la cifra de mortalidad es 
difícil de concretar debido a la coincidencia temporal con la guerra. Entre otras características, 
la mortalidad del virus era de entre el 2 y el 20% de todos los infectados (frente el 0,1% de la 
gripe común), y afectó sobretodo a adultos jóvenes (contrariamente a lo que ocurre con la gripe 
común).
En el artículo de El Día en Barcelona, el Dr. Grifols i Roig (mi bisabuelo) recomendaba el uso de 
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Abstract
The influenza A viruses genome comprises 8 single-stranded RNA segments of negative polarity. 
Each one is included into a ribonucleoprotein particle (vRNP) containing the polymerase complex 
and a number of nucleoprotein (NP) monomers. Viral RNA replication proceeds by formation of 
a complementary RNP of positive polarity (cRNP) that serves as intermediate to generate many 
progeny vRNPs. Transcription initiation takes place by a cap-snatching mechanism whereby the 
polymerase steals a cellular capped oligonucleotide and uses it as primer to copy the vRNP tem-
plate. Transcription termination occurs prematurely at the polyadenylation signal, that the poly-
merase copies repeatedly to generate a 3’-terminal polyA. Here we studied the mechanisms of 
the viral RNA replication and transcription. We used efficient systems for recombinant RNP trans-
cription/replication in vivo and well defined polymerase mutants deficient in either RNA replica-
tion or transcription to address the roles of the polymerase complex present in the template RNP 
and newly synthesised polymerase complexes during replication and transcription. The results of 
trans-complementation experiments showed that soluble polymerase complexes can synthesise 
progeny RNA in trans and become incorporated into progeny vRNPs, but only transcription in 
cis could be detected. These results are compatible with a new model for virus RNA replication, 
whereby a template RNP would be replicated in trans by a soluble polymerase complex and a 
polymerase complex distinct from the replicative enzyme would direct the encapsidation of pro-
geny vRNA. In contrast, transcription of the vRNP would occur in cis and the resident polymerase 
complex would be responsible for mRNA synthesis and polyadenylation.
Author summary
The influenza A viruses produce annual epidemics and occasional pandemics of respiratory di-
sease. There is great concern of a potential new pandemic being caused by presently circulating 
avian influenza viruses and hence increasing interest in understanding how the virus replicates 
its genome. This comprises eight molecules of RNA, each one bound to a polymerase complex 
and encapsidated by multiple copies of the nucleoprotein, in the form of ribonucleoprotein com-
plexes (RNPs). These structures are responsible for virus RNA replication and transcription but 
the detailed mechanisms of these processes are not fully understood.  We report here the results 
of genetic complementation experiments using proficient in vitro and in vivo recombinant sys-
tems for transcription and replication, and polymerase point mutants that are either transcrip-
tion-defective or replication-defective. These results are compatible with a new model for virus 
replication whereby a polymerase distinct from that present in the parental RNP is responsible 
for RNA replication in trans and the progeny RNP is associated to a polymerase distinct from that 
performing replication. In contrast, transcription is carried out in cis by the polymerase resident 
in the RNP.  
Introduction
The influenza A viruses are the causative agents of yearly epidemics of respiratory disease and 
occasionally more severe pandemics [1]. The latter are the consequence of transfers from the 
avian virus reservoir to humans by either genetic reassortment or direct adaptation [2]. Thus, 
current occasional infections of humans with highly pathogenic H5N1 avian strains have raised 
fears about a possible new pandemic of great severity. 
The influenza A viruses belong to the family Orthomyxoviridae and posses a single-stranded, 
negative-polarity RNA genome made up by 8 RNA segments, that form ribonucleoprotein (RNP) 
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complexes by association to the polymerase and the nucleoprotein (NP). Such RNPs are inde-
pendent molecular machines responsible for transcription and replication of each virus gene and 
contain an RNA-dependent RNA polymerase composed by the PB1, PB2 and PA subunits [3]. The 
polymerase complex recognises the RNA promoter comprising both 5’-terminal and 3’-terminal 
sequences of each segment, by preferentially binding the 5’-terminal end [4-6], and in this way 
stabilises a supercoiled conformation of the RNPs [7]. 
Upon infection of susceptible cells, the parental RNPs are first transcribed in the nucleus (primary 
transcription). Transcription initiation takes place by a cap-snatching process whereby the viral 
polymerase recognises the cap structure of cellular pre-mRNAs in the nucleus, cleaves these 
some 15 nt downstream the cap and utilises such capped-oligonucleotides as primers to copy 
the virus template RNA [8]. Transcription finalises by reiterative copy of the virus polyadenylation 
signal, an oligo-U sequence located close to the 5’-end of the template [9,10]. Synthesis of new 
virus proteins is required to proceed to RNP replication [11], that takes place first by the gene-
ration of complementary RNPs (cRNPs). These RNPs are structurally analogous to those present 
in the virions (vRNPs) but contain complete positive-polarity copies of the virus RNA segments, 
that are neither capped nor polyadenylated. The structural differences between the vRNP trans-
cription and replication products (mRNAs and cRNPs) led to the proposal of a transcription-to-
replication switch by which the parental RNPs would change from capped-RNA-dependent to de 
novo initiation, from polyadenylation to full copy of the template, and in addition would induce 
encapsidation of the RNA product into new RNPs (reviewed in [12]. Such notion has been cha-
llenged recently by a new model proposing that parental vRNPs can directly synthesise cRNA but 
require newly synthesised polymerase and NP to stabilise the product in the form of cRNPs [13]. 
The cRNPs accumulate to low levels but serve as efficient templates for the synthesis of large 
quantities of progeny vRNPs that can be transcribed (secondary transcription) and eventually be 
incorporated into progeny virions [3].  
Much information has been obtained during recent years on structural aspects of the RNPs [14,15]
(R. Coloma, unpublished results) and their components, like the NP [16,17], the polymerase com-
plex [18,19] and specific domains of the polymerase subunits [20-24]. Likewise, a number of host 
cell factors have been identified that may play important roles in the transcription and replication 
processes [25-34]. However, much remains to be learned about the detailed mechanisms for 
RNP transcription and replication. For instance, it is not clear whether the polymerase complex 
present in the template RNP is able to synthesise the progeny vRNA or whether the replicative 
complex directs the encapsidation of progeny RNA it into a new vRNP. Likewise, it has been assu-
med that the polymerase complex present in the vRNP accounts for viral mRNA synthesis, but it is 
not clear whether other vRNPs or other soluble polymerase complexes perform this step in trans. 
In this report we used efficient in vivo recombinant replication and transcription systems and 
defined polymerase mutants specifically affected in either transcription or replication to answer 
these questions. Our results are consistent with a new model whereby polymerase complexes 
not associated to the template cRNP are responsible for the replicative synthesis of vRNPs in 
trans and polymerase complexes distinct from the replicative one specify the encapsidation of 
viral RNAs. On the contrary, no vRNP transcription could be detected by other RNP or a soluble 





To gather information on the mechanisms of influenza virus transcription and replication we have 
adopted a genetic trans-complementation approach. This is based on the ability to reconstitute in 
vivo an efficient transcription-replication system that mimic these steps of the infection cycle and 
is more amenable to experimental manipulations [15,35]. Furthermore, the vRNP products can 
be efficiently purified, their structural and biological properties can be easily analysed [14,18,20] 
and they can in turn be used as templates for further rounds of in vivo replication. Essential for 
these approaches is the availability of well-defined mutants to be used as genetic markers. We 
have earlier described point mutants in the PB2 subunit of the viral polymerase that are defective 
in viral RNA replication but fully efficient in virus transcription [36]. Likewise, we have recently 
reported polymerase PB2 mutants that are affected in the cap-binding activity and hence are 
defective in cap-snatching, but retain their capacity to replicate virus RNPs [20].  
A polymerase complex distinct from the replicative enzyme becomes associated in trans to the 
newly synthesised vRNA
Using the approaches indicated above we first addressed the question whether the replication 
deficiency of point mutants within the N-terminus of PB2 [36] could be rescued in trans by co-
expression of PB2 point mutants defective in cap-binding [20]. Cultures of HEK293T cells were 
co-transfected with plasmids encoding PB1, PA, NP and a deleted NS virus replicon (clone 23, 
248 nt in length; [14,15]). In addition, either PB2wt or PB2 mutants R142A or F130A (replica-
tion-defective) or mutant E361A (transcription-defective) were co-expressed. Alternatively, pair 
wise combinations of these PB2 mutants were co-expressed (R142A+E361A and F130A+E361A). 
Among the PB2 proteins expressed, either wt or the replication-defective mutants R142A or 
F130A were His-tagged at the C-terminus, a modification that does not alter their biological acti-
vity and allows the efficient purification of the in vivo RNP replication progeny [18]. The expres-
sion levels of all PB2 mutants were shown to be similar to that of PB2wt (Fig. S1) and the untag-
ged PB2wt was used as a control for purification (see diagram of the experimental setting in Fig. 
1A). After incubation, the cell extracts were used for Ni2+-NTA-agarose purification as described 
in Materials and Methods and the accumulation of progeny RNPs was determined by means of 
Western-blot assays using anti-NP sera. The purification of the complete RNPs was verified by 
Western-blot with antibodies specific for PB2 and PA (Fig. 1B). This strategy allows measuring the 
replication capacity of the RNPs formed in vivo, as omitting any RNP element or using a defective 
point mutant leads to undetectable RNP accumulation [15,36,37]. Amplification of virus RNPs 
was expected for wt and mutant polymerase containing transcription-defective PB2 (E361A), but 
not for those containing replication-defective PB2 (R142A and F130A). However, since no tag is 
present in the former mutant, only RNPs derived from cultures containing PB2His were expec-
ted in the Ni2+-NTA-agarose purified material. This was indeed the case, as shown in Fig. 1B. If 
the transcription-defective polymerase were able to rescue in trans the defect in replication of 
polymerase mutants R142A or F130A, one would expect the accumulation and purification of 
RNPs containing these mutant PB2. The results obtained by the co-expression of pairs of replica-
tion- and transcription-defective polymerases indicate that such prediction is hold (Fig. 1B). The 
transcription-defective mutant could rescue both R142A and F130A alleles and similar rescue 
was obtained when other transcription-defective mutants, like H357A, K370A, F404A [20] were 
used (Fig. S2). 
The progeny RNPs contained the replication-defective PB2 allele, since (i) they could be purified 
by Ni2+-NTA-agarose chromatography and (ii) the mobility of the PB2 subunit in the Western-blot 
assay corresponded to the His-tagged subunit and not to the untagged one. It is important to 
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mention that only His-tagged PB2 protein was detected in the purified RNPs and not the un-
tagged counterpart, indicating that no transcription-defective polymerase was co-purified (Fig. 
1B).  Furthermore, the phenotype of the rescued RNPs was tested by determination of their in 
vitro transcription activity (Fig. 2). Since the transcription-defective mutants had alterations in 
their cap-binding pocket, they show low in vitro transcription activity when a mRNA is used as 
a cap-donor, whereas cap-independent transcription is observed with a general primer as the 
dinucleotide ApG [20]. The transcription activity profile of rescued RNPs using ApG or b-globin 
mRNA as primers was identical to that of wt RNPs, as expected, and not to that of mutant E361A, 
that is unable to use b-globin as primer [20] (Fig. 2 and Fig. S3). 
In the experimental approach used, the reconstitution of a RNP from the viral proteins and ge-
nomic RNA has to take place first and its subsequent amplification would account for the bulk of 
RNPs that can be purified from the transfected cells. Since a RNP template with the replication-
defective polymerase does not replicate [36], only transcription-deficient polymerase could per-
form RNP replication. The results obtained (Figs. 1, 2) demonstrate that a polymerase complex 
distinct from that responsible for RNP replication (replication-defective versus transcription-de-
fective) is incorporated into the progeny vRNP and suggest that a replication-defective polyme-
rase can direct the encapsidation of the progeny vRNA, i.e. can bind the 5’-terminus of newly 
synthesised vRNA and direct the incorporation of NP monomers into the progeny vRNP. It could 
be argued that the incorporation of the replication-defective polymerase to the progeny RNP 
might occur by exchange with replication-competent during purification in vitro. Two lines of evi-
dence argue against such possibility: (i) Our transcription experiments verify that the polymerase 
present in an RNP complex is stably bound (see below) and (ii) The data reported by Wreede et 
al. [38] suggest that the binding of a polymerase complex to the 5’-terminal sequence of viral 
RNA can not competed by a pre-expressed polymerase.  In fact, the average rescue efficiency 
obtained (55+/-18%) (Figs 1, 2) was very high, and is in line with the possibility that both types of 
soluble polymerase complexes, transcription- and replication-deficient, are incorporated in the 
progeny viral RNA, around half of which would not be detected because are not His-tagged.
Non-resident polymerase complexes are responsible for the synthesis of vRNA in trans
The rescue of viral RNPs containing the mutant R142A polymerase complex, as described above, 
enabled us to purify these RNPs and use them as templates for a second in vivo reconstitution 
experiment in which instead of a template RNA we introduced the rescued and purified R142A 
mutant RNPs in the system. This strategy ensured that only replication-defective RNPs are used 
as templates for in vivo replication and allowed us to ask whether the resident polymerase com-
plex or a distinct, soluble polymerase is responsible for replication of RNPs in vivo. The concen-
tration and biological activity of these purified RNPs was first controlled by Western-blot and in 
vitro transcription. The results are presented in Fig. 3B and show that higher yields were obtained 
for RNPs containing the E361A mutation in PB2 than those containing the R142A mutation. This 
was expected, as the latter could only be amplified by trans-complementation (see Fig. 1 above). 
The transcription phenotype of these purified RNPs was in agreement with the mutations pre-
sent in PB2 (Fig. 3B, right panel). Therefore, cultures of HEK293T cells were co-transfected with 
purified RNPs containing either the R142A mutation or the E361A mutation in PB2, plasmids 
encoding PB1, PA, NP and a plasmid encoding either PB2-His R142A (replication-defective) or 
PB2-His E361A (transcription-defective) (see Fig. 3A for a diagram of the experimental setting). 
As controls, the RNPs were co-transfected with empty pCMV vector or the expression plasmids 
were transfected in the absence of template RNPs. The intracellular accumulation of progeny 
RNPs was determined by Ni2+-NTA-agarose purification, Western-blot and in vitro transcription 
as indicated above and the results are presented in Fig. 3C and Fig. 4. The cultures co-transfected 
with RNPs E361A and plasmids including PB2 E361A (Fig. 3C; RNP361-Pol361) served as positive 
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control and, indeed gave rise to the accumulation of RNPs to levels similar to the standard, wt 
system (see Fig. 1B, HisPB2). No background was observed when template RNPs were transfected 
(Fig. 3C; RNP142/CMV, RNP361/CMV). A fraction of the NP expressed was retained in the Ni2+-
NTA-agarose resin (Fig. 3C; Pol142, Pol361) and defined the background level of the purification 
protocol (but see Fig. 4 below). The co-transfection of RNPs containing mutation PB2 R142A and 
the same mutant plasmids yielded no increase above background in the level of purified RNPs 
(Fig. 3C; RNP142/Pol142) but the mixed transfection of RNPs with the mutation PB2 R142A and 
the expression plasmids with mutation PB2 E361A led to a high level of replication (around 80% 
of control values)(Fig. 3C; RNP142/Pol361). To verify these results and to determine the polarity 
of the progeny RNA, similar experiments were carried out and the RNA present in the purified 
his-RNPs was analysed by hybridisation with positive- and negative-polarity RNA probes compri-
sing the NS sequence. The results reinforced the data obtained by Western-blot and indicated 
that most of the progeny RNPs are vRNPs (Fig. 4), as previously reported [15]. The accumulation 
and phenotype of the progeny RNPs was also verified by in vitro transcription using either ApG 
or b-globin as primers (Fig. 5). The accumulations observed paralleled those shown in Fig. 3 but 
the background levels from samples Pol142, Pol361 and RNP142-Pol142 were negligible. Much 
higher activity levels were obtained with ApG primer, indicating that the progeny RNPs contai-
ned PB2 with mutation E361A. The results presented in Figs. 3 and 4 indicate that a polymerase 
complex distinct from that present in the template RNP can perform the replicative synthesis of 
viral RNA. The high level of replication detected by trans-complementation suggests that virus 
RNA replication mostly occurs in trans.  It could be argued that the mutation R142A in PB2 might 
destabilise the polymerase-promoter complex, allowing the efficient replacement by a polyme-
rase complex containing the E361A mutation. However, RNPs containing the R142A mutation 
are as efficient in transcription as wt RNPs, suggesting that they are not affected in promoter 
recognition. 
Transcription of vRNPs takes place in cis and cannot be stimulated by non-resident polymerase 
complexes in trans
It is well established that vRNPs can transcribe mRNAs in the absence of any newly synthesised 
viral proteins (primary transcription) [39,40] and highly purified recombinant RNPs can transcri-
be in vitro [18](R. Coloma, unpublished results).  However, it is not clear whether transcription 
takes place intramolecularly, i.e. in cis, or a RNP can transcribe another RNP. To test this possibili-
ty we reconstituted in vivo two genetically distinct RNPs, one containing a cat virus replicon (with 
the cat negative-polarity ORF flanked by the UTRs of the NS segment of influenza virus), the other 
one being the NS deletion mutant clone 23 [14,15]. Both RNPs contained a His-tagged PB2 subu-
nit to allow purification by affinity chromatography as indicated above but two PB2 alleles were 
used, either wt or mutant E361A, which is defective in the recognition of the cap structure [20]. 
Purified RNPs were used either separately or in combination for in vitro transcription with ApG or 
b-globin as primers and the transcription products were analysed by denaturing polyacrylamide 
gel electrophoresis and autoradiography. The results are presented in Fig. 6. As expected, the 
purified wt RNPs were active, both when ApG or b-globin were used as primers (Fig. 6A). The 
RNPs containing the mutation PB2 E361A could transcribe mRNA with ApG as primer, but did so 
less efficiently when using b-globin mRNA as primer donor (Fig. 6A). These results allowed us to 
test whether a purified, wt clone 23 RNP could rescue the transcription activity of mutant E361A 
cat RNP in trans, since the mRNA products would be distinguishable by size (720 nt versus 248 
nt). The wild-type cat RNPs could transcribe efficiently, both when incubated on their own and 
when mixed with clone 23 RNPs (Fig. 6B, middle panel). The cat RNPs containing PB2 E361A only 
produced background transcription levels and no increase in the amount of cat mRNA was obser-
ved when wt clone 23 RNP was co-transcribed (Fig. 6B, right panel).  Quantisation of the relevant 
bands indicated that the increase in cat transcript in the co-transcription of clone 23 RNP+E361 
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cat RNP versus the transcription of E361 cat RNP was less than 3% of the cat transcript value 
obtained by co-transcription of clone 23 RNP+wt cat RNP. These results suggest that, at least in 
vitro, no transcription in trans among different RNPs takes place. 
However, the possibility still persists that a soluble polymerase complex is able to transcribe 
a vRNP template in trans.  To analyse this alternative we generated in vivo recombinant RNPs 
containing the negative polarity cat virus replicon, purified them by affinity chromatography as 
indicated above and used them to transfect HEK293T cultures. Alternatively, the cultures were 
co transfected with the purified cat-containing RNPs and plasmids expressing the polymerase 
subunits (see Fig. 7A for a diagram of the experiment). As no plasmid expressing NP was used, 
no in vivo replication of the RNPs can take place [41,42]. Two RNP versions were used, either wt 
or transcription-defective (containing PB2 E361A mutant). Three alternative alleles were used 
to express in vivo PB2, generating wt polymerase, transcription-defective E361A or replication-
defective R142A polymerase complexes, and various RNP-polymerase combinations were used 
in co-transfection experiments. In this way the experiment would mimic the situation of primary 
transcription (transfection of purified RNPs) or secondary transcription (co-transfection of RNPs 
with plasmids expressing the polymerase complex). At 24 hours post-transfection total cell ex-
tracts were prepared and the CAT protein accumulation was determined by ELISA. To ensure that 
the purified RNPs used for transfection were biologically active, two assays were carried out. 
First, their transcription activity was determined in vitro. As shown in Fig. 7B, there was a good 
correlation between the concentration of the RNPs, as determined by Western-blot with anti-NP 
and anti-PA antibodies, and the their capacity to synthesise RNA in vitro. Furthermore, the rela-
tive activity when using ApG or b-globin mRNA as primers verified that the purified mutant RNPs 
contained the E361A mutation (Fig. 7B, 361). In addition, the biological activity of the purified 
361 RNPs was verified in vivo, by their co-transfection with plasmids expressing the polymerase 
subunits and NP. The results are presented in Fig. S4 and indicate that they can serve as templa-
tes for replication and transcription in vivo. Expression of the polymerase subunits did not yield 
any detectable CAT protein, as expected (Fig. 7C, Pol wt), but the transfection of wt purified RNPs 
lead to clearly measurable CAT accumulation (Fig. 7C, RNP wt) and co-expression of wt RNPs 
with wt polymerase did not lead to any increase of CAT accumulation (Fig. 7C, Pol wt-RNP wt). 
As control transfections with CAT-containing cellular extracts indicated that the carry-over of the 
protein was in the range of 10-3 to 10-4 (data not shown), the CAT protein generated by transfec-
tion of wt purified RNPs should represent primary transcription. In agreement with their trans-
cription-defective phenotype, transfection of purified mutant 361 RNPs produced much less CAT 
accumulation (Fig. 7C, RNP 361). No significant increase in the level of CAT protein was observed 
by co-transfection of the RNPs containing the E361A mutation with polymerase-expressing plas-
mids, neither wt nor mutant polymerase and no correlation was observed between the accumu-
lation of CAT and the phenotype of the polymerase co-expressed (Fig. 7C; compare Pol wt vs Pol 
142 vs Pol 361 + RNP 361). These results indicated that, under the experimental conditions used, 
no trans-activation of transcription occurs in vivo.   
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Discussion
The processes of virus RNA replication and transcription usually require the action of one to 
several virus-specific proteins, notably the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), and various 
host cell factors (for a review see [43]. To unravel the complex procedures involved, genetic ex-
perimental approaches have been particularly useful. For example, genetic data have strongly 
supported the requirement of RdRp oligomerisation for RNA replication in several virus groups, 
like poliovirus [44,45], HCV [46,47] and Sendai virus [48,49]. Early studies on the dominance of 
RNA-synthesis negative ts mutants of VSV suggested that the oligomerisation of virus factors 
involved in RNA replication is an essential step in the process [50], a conclusion that could be 
also verified in the poliovirus system [51]. More generally, the multimeric nature of complex viral 
systems, as the virus particles, has profound consequences in the apparent phenotype observed 
[52,53]. In the case of influenza, early data on the intragenic complementation of mutants affec-
ting the PB1 and PA proteins suggested the potential role of virus polymerase interactions in the 
infectious cycle [54-56] and the recent biochemical evidence for virus polymerase oligomerisa-
tion supported such contention [57]. Here we have taken advantage of the availability of well-
established recombinant systems for RNP replication and transcription and well-characterised 
polymerase mutants to address specific questions on the mechanisms of these processes. Due 
to the segmented nature of the influenza virus genome it is essential to use mutant polymerases 
having phenotypically distinct mutations in the same subunit, thus avoiding the problems of 
reassortment. Hence, we have used point mutants of polymerase PB2 subunit that abolish RNA 
replication but transcribe normally (R142A or F130A) [36] and/or mutants that are defective in 
cap-recognition and transcribe poorly, but replicate virus RNA normally (E361A among others) 
[20]. With these experimental tools we have asked whether the polymerase complex present 
in an RNP actually perform the replicative or transcriptional synthesis of RNA and whether the 
polymerase complex present in the progeny RNP is identical to that performing replicative syn-
thesis of RNA. Our results will be discussed on the basis of the model presented in Fig. 8, in which 
only the replication step cRNP-to-vRNP is presented. The results shown in Figs. 1 and 2 indicated 
that two such phenotypically distinct mutant polymerases can complement to perform viral RNP 
replication in vivo and demonstrated that a replication-defective polymerase can be incorpora-
ted into progeny RNPs. These results are consistent with the model presented in Fig. 8A, step 
4, that suggest that a polymerase complex distinct from that performing replicative synthesis 
is involved in the recognition of the 5’-end of the progeny vRNA. This model is also consistent 
with the results published earlier indicating that a pre-expressed polymerase can protect newly 
synthesised cRNA [13,38]. The identity of the replicative polymerase complex could be tested by 
directly transfecting mutant RNPs as templates for the replication reaction and asking whether 
co-expressed replication-defective or transcription-defective polymerase complexes could carry 
out the replication process in trans. The results shown in Figs. 3 and 4 demonstrated that a po-
lymerase complex genetically distinguishable from that present in the parental RNP was able to 
perform replication and became incorporated into the progeny RNPs. These results are compati-
ble with the model presented in Fig. 8A, steps 2-4, whereby a soluble polymerase complex would 
interact with that resident in the parental RNP and gain access to the 3’-terminal sequence in the 
promoter. Such polymerase-polymerase interaction is supported by the genetic data presented 
here, by the intragenic complementation reported earlier [54,55] and by the oligomerisation of 
influenza polymerase in vivo [57]. Although not shown in Fig. 8A, we can not exclude that a host 
factor(s) participate in the polymerase-polymerase interaction and in fact several nuclear factors 
have been described previously that could play such a role [25-30,32]. The trans-replication mo-
del depicted in Fig. 8A, steps 2-4 relates to the cRNP-to-vRNP phase in replication. However, ear-
lier data published on the protection of newly synthesised cRNA by pre-expressed polymerase 
would suggest that the vRNP-to-cRNA phase can occur in cis, since a pre-expressed, catalytically 
inactive polymerase allowed the accumulation of cRNA in cicloheximide-treated, virus-infected 
cells [13]. 
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According to the model proposed here, the soluble polymerase complex would act as replicative 
enzyme by de novo initiation and elongation through the NP-RNA template (Fig. 8, steps 3-4). 
We propose that the 3’-end of the parental RNA is used repetitively for further initiation rounds, 
thereby leading to several progeny vRNPs generated from a single cRNP template. For simplicity, 
the model presented in Fig. 8A does not show the interaction of the new incoming replicative 
complex with the parental polymerase bound to the 5’-end of the template, but such interaction 
might be required. In view of our previous evidence on polymerase-polymerase interaction [57], 
an appealing possibility is that the replicative polymerase complexes would oligomerise to form 
a fixed replication platform along which the NP-RNA template would move 3’-to-5’ to generate 
many progeny vRNPs. Such strategy has a precedent in other positive-strand RNA viruses [44-
47] and would be consistent with the localised synthesis of influenza virus RNA in the nucleus 
[58,59]. A critical point in the generation of progeny vRNP is the recognition and packaging of 
its newly synthesised 5’-end. Our results are compatible with the proposal that a polymerase 
complex distinct from the replicative enzyme can protect the newly synthesised vRNA (Fig. 8A, 
step 4) and this event probably represents the sequence-specific step in the encapsidation of 
RNA into progeny RNP. The subsequent incorporation of successive NP monomers would be di-
rected by polymerase-NP interactions [60], that have been shown as essential for RNP replication 
[61,62], as well as by the NP-NP oligomerisation [17] (R. Coloma, unpublished results). Another 
critical point in the replication process is the displacement of the parental polymerase complex 
bound to the 5’-end of the template, a step necessary to avoid polyadenylation (see below) and 
to allow the complete copy of the RNA. Our results do not permit us to distinguish whether the 
elimination of such interaction is transient or permanent, but an attractive possibility would be 
that the reiterative copy of the NP-RNA template on a fixed platform of replicative polymerases 
would force the displacement of the parental polymerase bound to the 5’-terminal sequence. 
Such displacement could be transient, leading to the replacement of the parental polymerase by 
each successive replicative polymerase, or permanent, leading to a linearised NP-RNA complex 
(Fig. 8A, step n).
In contrast to the positive complementation obtained for the replication process, no trans-com-
plementation could be detected in the transcription assays using either in vitro (Fig. 6) or in vivo 
experiments (Fig. 7). In vitro transcription of a recombinant RNP containing a cap-binding defec-
tive polymerase could not be rescued by a wt RNP holding a template of different length (Fig. 6). 
Similar negative results were obtained in vivo, by transfection of a cap-binding defective RNP and 
co-expression of wt or replication-defective but transcriptionally functional polymerase (Fig. 7). 
These results are not compatible with the possibility of transcription among viral RNPs in trans 
and do not support the possibility of a soluble polymerase transcribing an independent RNP. Fur-
thermore, these results indicate a high stability of the polymerase binding to the RNP structure 
during the transcription process, as no polymerase exchange could be functionally detected. In 
view of the lack of detectable transcription in trans, we propose the model presented in Fig. 8B 
for the generation of viral mRNAs. The resident polymerase complex would be transcriptiona-
lly activated by recognition of the cap-containing cellular mRNA and proceed to cap-snatching 
and elongation of the virus transcript (Fig. 8B, step 2), but still keeping hold of the 5’-terminal 
sequence of the promoter [63]. Such process would lead to a running knot structure with a di-
minishing loop length (Fig. 8B, steps 2-4) until the transcribing polymerase reaches the oligo-U 
polyadenylation signal [10]. Due to steric hindrance, the polymerase would stutter around the 
oligo-U sequence and generate a 3’-terminal polyA (Fig. 8B, step 4). For simplicity, the model 
presented in Fig. 8B shows the transcribing RNP in a linearised form, but the polymerase com-
plex should recognise the 3’-terminal side of the promoter at some time later in the process, in 
order to recycle and allow further rounds of transcription. This model for transcription of RNPs 
in cis is compatible with the fact that parental RNPs perform primary transcription as a first step 
in the infection and with the possibility to rescue virus by transfection of purified virion and/or 
recombinant RNPs [64,65]. It also would fit with the correlation of vRNA and mRNA levels of the 
various RNA segments along the infection cycle [66,67]. 
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In summary, using genetically distinct RNA polymerase complexes, we have presented direct 
evidence for trans-complementation during the influenza virus RNA replication process. The-
se results are compatible with a new model for viral RNA replication whereby a template RNP 
would be replicated in trans by a soluble polymerase complex and the progeny RNP encapsida-
tion would be specified in trans by a polymerase complex distinct from the replicative enzyme. 
In contrast, no transcription in trans could be detected in vitro or in vivo and hence we propose 
a model for cis-transcription of the RNPs whereby the resident polymerase complex would be 
responsible for mRNA synthesis and polyadenylation. 
Materials and Methods
Biological materials
The HEK293T cell line [68] was used throughout. The origins of plasmids pCMVPB1, pCMVPB2, 
pCMVPB2His, pCMVPA and pCMVNP, as well as pHHclone 23, have been described [20,64]. Plas-
mid pHHCAT was kindly provided by A. Rodriguez. The antibodies specific for PB2 and PA have 
been described [69,70]. Antibodies specific for NP were prepared by immunisation with purified 
His-NP protein. Mutant PB2 plasmids including mutations in the N-terminal region [36] or the 
cap-binding site [20] have been reported earlier. The mutations F130A, R142A, E361A, H357A, 
K370A and F404A were transferred to pCMVPB2 by swapping the appropriate restriction frag-
ments. The genotype of the mutant plasmids was verified by sequencing. 
Amplification and purification of recombinant RNPs
Recombinant RNPs containing either the DNS clone 23 (248 nt) or the NSCAT (720 nt) genomic 
RNAs were generated and amplified in vivo by transfection of plasmids pCMVPB1, pCMVPB2His, 
pCMVPA, pCMVNP and either pHHclone23 or pHHNSCAT into HEK293T cells, using the calcium 
phosphate protocol [71]. For RNP purification, cell extracts were prepared at 24 hours post-trans-
fection and incubated overnight at 4ºC with 30 µl of Ni2+-NTA-agarose resin in a buffer containing 
50 mM Tris-HCl-100 mM KCl-5mM MgCl2-0.5% Igepal-20 mM imidazol-1u/µl RNAsin-EDTA-free 
protease inhibitors cocktail, pH 8. The resin was washed with 100 volumes of 50 mM Tris-HCl-100 
mM KCl-5mM MgCl2-0.5% Igepal-20 mM imidazol, pH 8 and eluted with 50 mM Tris-HCl-100 mM 
KCl-0.5% Igepal-175 mM imidazol, pH 8. Under these conditions, binding of the progeny RNPs to 
the resin was quantitative, as using three-fold excess of Ni2+-NTA-agarose did not result in any 
increase in the yield of purified RNPs (see Fig. S5). 
Biochemical techniques
Western-blotting was performed as described [30]. The replication of RNPs in vivo was deter-
mined as described [20]. In brief, cultures of HEK293T cells were transfected with plasmids 
pCMVPB1, pCMVPB2His (or mutants thereof) or pCMVPB2 (or mutants thereof), pCMVPA, 
pCMVNP and pHHclone 23. In some experiments pHHclone 23 plasmid was omitted and purified 
clone 23 RNPs were transfected instead, 24 hours after plasmid transfection. Total cell extracts 
were prepared at 24 hours post-transfection and used for purification by affinity chromatography 
on Ni2+-NTA-agarose as indicated above and the accumulation of progeny RNPs was determined 
by Western-blot with anti-NP-specific antibodies. The transcription of RNPs in vivo was assayed 
by transfection of purified NSCAT RNPs into HEK293T cells. The cultures were first transfected 
with plasmids pCMVPB1, pCMVPB2 (or mutants thereof) and pCMVPA [20]and 24 hours later 
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were further transfected with purified His-tagged NSCAT RNPs under the same conditions. At 24 
hours post RNP-transfection, total cell extracts were prepared and the CAT protein concentration 
was determined by ELISA (GE Healthcare). 
RNA analyses 
To determine the transcription activity of purified RNPs, samples were incubated in a buffer con-
taining 50 mM Tris-HCl-5 mM MgCl2-100 mM KCl-1mM DTT-10 µg/ml actinomycin D-1u/µl RNA-
sin-1mM ATP-1 mM CTP-1 mM UTP-10 µM α-P32-GTP (20 µCi/µmol) and either 100 µM ApG or 
10 µg/ml b-globin mRNA, for 60 min at 30 ºC. The RNA synthesised was TCA precipitated, filtered 
through a nylon filter in a dot-blot apparatus and quantified in a phosphorimager. To analyse the 
transcription products, similar reactions were carried out but the specific activity of the labelled 
GTP was increased to 200 µCi/µmol. The synthesised RNA was isolated by treatment with protei-
nase K (50 µg/ml) for 30 min at 37ºC in TNE-1% SdS and phenol extraction. The RNA was ethanol 
precipitated, resuspended in formamide loading buffer and analysed by electrophoresis in a 4% 
polyacrylamide-urea denaturing gel.
 To analyse the progeny RNA, purified RNPs were incubated with proteinase K (200 µg/ml) in a 
buffer containing 100 mM NaCl-5 mM EDTA-0.5% SDS-50 mM Tris.HCl, pH 7.5 for 60 min at 37 
ºC, phenol extracted with ethanol precipitated. Samples of the purified RNAs were denatured by 
boiling for 3 min in 7.5% formaldehyde-10SSC and were fixed onto nylon filters. Replicate filters 
were hybridised at 37ºC with full-length NS riboprobes of either positive- or negative-polarity in 
a buffer containing 6SSC-40% formamide-0.5% SDS-5xDenhart’s mixture-100 µg/ml single-stran-
ded DNA. After washing at 60ºC with 0.1SSC-0.1%SDS, hybridisation signals were quantitated in 
a phosphorimager. 
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Figure legends
Figure 1. Intracistronic polymerase complementation during influenza virus RNA replication. 
(A ) Cultures of HEK293T cells were transfected with plasmids expressing a virus-like replicon of 
248 nt, the NP and various combinations of the polymerase subunits as indicated in the diagram. 
The potential RNPs that could be generated are also depicted in the diagram, as well as the 
expected progeny RNPs, depending on the replication phenotype of the polymerase mutants 
used. 
 (B) The progeny RNPs were purified from total cell extracts over Ni2+-NTA-agarose resin and 
analysed by Western-blot with anti-NP antibodies. The top panel presents the accumulation of 
NP in the total cell extract whereas the bottom panel shows the NP accumulation of purified 
RNPs. The integrity of the purified RNPs is verified by Western-blot using anti-PB2 and anti-PA 
antibodies. In the bottom graph the average NP accumulation and standard deviation of three 
independent complementation experiments are presented as percent of maximal value.
Figure 2. Phenotype of trans-complemented RNPs. 
The purified RNP preparations presented in Fig. 1 were tested for in vitro transcription primed 
with either ApG (red) or b-globin mRNA (green). The data are presented as percent of maximal 
value and represent the averages and ranges of two independent complementation experiments. 
The transcription activities parallel the values of NP accumulation presented in Fig. 1 and show 
that the rescued RNPs have a wt cap-snatching phenotype. 
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Figure 3. Replication of RNPs by a soluble polymerase complex in trans. 
(A) Cultures of HEK293T cells were transfected with plasmids expressing the NP and various com-
binations of the polymerase subunits as indicated in the diagram. In some cases, purified RNPs 
containing replication-deficient or transcription-deficient polymerase were also transfected. The 
expected progeny RNPs are also depicted, depending on the replication phenotype of the poly-
merase mutants used.
(B) Left panel. The amount of replication–deficient  (R142) or transcription deficient (R361) RNPs 
transfected was ascertained by Western-blot with anti-NP and anti-PB2 antibodies. The mobi-
lity of molecular weight markers is shown to the left and the position of PB2 and NP proteins 
is indicated to the right. Right panel. The transcription phenotype of the RNPs transfected was 
determined by in vitro transcription using ApG (ApG) or b-globin mRNA (b-glob) as primers. The 
panel shows the phosphorimager data.
(C) The progeny RNPs were purified from total cell extracts over Ni2+-NTA-agarose resin and analy-
sed by Western-blot with anti-NP antibodies. The top panel presents the accumulation of NP in 
the total cell extract whereas the bottom panel shows the NP accumulation of purified RNPs. 
The integrity of the RNPs is verified by Western-blot using anti-PB2 and anti-PA antibodies. In 
the bottom graph the average NP accumulation and range of two independent complementation 
experiments are presented as percent of maximal value. The transfecting RNPs are denoted as 
RNP142 or RNP361. The genotypes of the transfected polymerases are indicated as Pol142 or 
Pol361. CMV indicates the transfection of empty pCMV plasmid. 
Figure 4. Analysis of the genomic RNA present in purified RNPs
Cultures of HEK293T cells were transfected with plasmids expressing the NP and various combi-
nations of the polymerase subunits and purified RNPs containing either replication-deficient or 
transcription-deficient polymerase, as indicated in the diagram of Fig. 3A. The purified progeny 
RNPs were purified from total cell extracts by affinity chromatography over Ni2+-NTA-agarose and 
the RNA present in the purified RNPs was extracted as described under Materials and Methods. 
(A) Hybridisation controls. Dilutions of plasmid pHHDNS clone 23, containing the sequence of 
the RNP replicons used (+), or total yeast RNA (-) were applied onto a nylon filter as hybridisation 
controls (from 103 to 100 ng, as indicated at the top of the figure). Hybridisation was performed 
using a positive-polarity or a negative-polarity probe comprising the full-length insert present in 
pHHDNS clone 23, thereby detecting either vRNA or cRNA, respectively. 
(B) Aliquots of the RNA present in purified RNPs obtained from cultures transfected with the 
mixtures indicated at the bottom of the figure were hybridised in parallel to the hybridisation 
controls shown in (A) and the hybridisation signals were quantitated in a phosphorimager, using 
the signals in (A) to standardise the relative hybridisation efficiency of the positive- and negative-
polarity probes. The results for vRNA (blue) and cRNA (orange) are presented as percent of the 
maximal signal and represent the averages and standard deviations of 4 quantisations.
Figure 5. Phenotype of trans-complemented RNPs.
The purified RNP preparations presented in Fig. 3 were tested for in vitro transcription primed 
with either ApG (red) or b-globin mRNA (green). The data are presented as percent of maximal 
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value and represent the averages and range of two independent complementation experiments. 
The transfecting RNPs are denoted as RNP142 or RNP361. The genotypes of the transfected po-
lymerases are indicated as Pol142 or Pol361. CMV indicates the transfection of empty pCMV 
plasmid. The transcription activities parallel the values of NP accumulation presented in Fig. 3 
and show that the rescued RNPs have a cap-snatching defective phenotype.
Figure 6. Genetically distinct RNPs cannot transcribe reciprocally in vitro.
(A) Recombinant RNPs were generated by in vivo amplification as described in Materials and 
Methods and the legend to Fig. 1, using either wt (WT) or transcription-defective (E361A) po-
lymerase. Short (clone 23 -248 nt-), long (CAT -720 nt-) or no (CTRL) RNA replicons were used. 
The RNPs were purified by Ni2+-NTA-agarose chromatography and their transcription activity was 
determined. Top panel shows the phosphorimager data and bottom panel presents the quanti-
sation, indicating the cap-snatching defective phenotype of RNPs containing the E361A mutation 
in PB2. 
(B) Purified wt (WT CAT) or E361A mutant RNPs (361 CAT) containing the cat gene were transcri-
bed in vitro, using b-globin mRNA as primer, either alone or in a mixture with wt clone 23 RNPs 
(cl23). The transcription products were purified and analysed by polyacrylamide-urea denaturing 
gel electrophoresis. The mobility of molecular weight markers is shown to the left and the posi-
tion of cat and clone 23 transcripts is indicated to the right. 
Figure 7. Lack of transcription of RNPs by a soluble polymerase complex in trans.
(A) Cultures of HEK293T cells were transfected with plasmids expressing various combinations of 
the polymerase subunits as indicated in the diagram. In some cases, purified cat RNPs containing 
wt or transcription-deficient polymerase were also transfected. 
(B) Left panel. The amount of wt (wt) or transcription deficient (361) RNPs transfected was as-
certained by Western-blot with anti-NP and anti-PA antibodies. The mobility of molecular weight 
markers is shown to the left and the position of PA and NP proteins is indicated to the right. Right 
panel. The transcription phenotype of the RNPs transfected was determined by in vitro transcrip-
tion using ApG (ApG) or b-globin mRNA (b-globin) as primers. The panel shows the phosphori-
mager data.
(C) The amount of CAT protein accumulated in the cells was determined by ELISA. The data are 
presented as percent of the value obtained by transfection of purified wt RNPs and represent the 
average and standard deviation of six independent experiments. The 100% value represented 
corresponds to a concentration of 340 pg/ml of CAT protein.   
Figure 8. A model for influenza RNP replication and transcription. 
(A) Various steps in the process of RNP replication. The coloured NP indicates the polarity of the 
templates (brown: positive polarity; green: negative polarity). The parental polymerase complex 
is denoted by solid colours while the semi-transparent colouring indicates a newly synthesised 
complex. See text for details. 
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(B) Various steps in the process of RNP transcription. The capped primer is depicted as
 a thick line with a red circle. See text for details.
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